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"COMPOSTO CICLOPALADADO, COMPOSICAO E UNIDADE DE 
DOSAGEM, SEUS USOS, METODO PARA INIBIR A ATIVIDADE DE 
PROTEINAS E ENZIMAS E METODO DE TRATAMENTO DE DISTURBIOS 
OU DOENQAS ASSOCIADAS AS MESMAS E METODOJDE MODULACAO 

DO SISTEMA IMUNOLOGICO"^ 
Campo da Invencao 
A presente invencao trata de compostos ciclopaladados contendo 
ligantes bis-difenilfosfina-ferroceno e seus analogos como ativos inibidores de 
peptfdeos e enzimas compreendendo as farmlias de serino-peptidases, 
cistei'no-proteases, metalo-proteases, endopeptidases, muitas das quais 
essenciais no mecanismo de desenvolvimento e metastase de tumores 
malignos. Atuando sobre essas enzimas e participando de intercalates com 
moleculas de DNA, esses compostos modulam o sistema imunologico. 

FUNDAMENTOS DA jNVENCAO 

O estudo da quimica inorganica no campo farmaceutico vem 
recebendo especial atengao dos pesquisadores devido as evidentes vantagens 
de sua utiliza?ao sobre medicamentos tradicionais no tratamento de uma serie 
de patologias. 

O Farmaco inorganico mais estudado § a cis-platina, uma droga 
que vem sendo clinicamente utilizada no tratamento de grande numero de 
tumores. Acredita-se que sua acao se de atraves de interacao com o DNA 
impedindo assim a prolifera?ao das celulas tumdrais (Lippard, Science 
218:1075-1082 (1982); Rosenberg, Nature 222:385 (1969); Cleare el al., 
Bioinorg. Chem. 2:187 (1973)). Este composto, eficiente no combate a varios 
tipos de tumores, apresenta uma alta citotoxicidade, sendo a mesma, 
extensiva tambem para celulas normais (Ebert U, Loffler H, Kirch W, 
Pharmacology & Therapeutics , 74: (2) 207-220 1997; Spencer CM, Goa KL, 
Drugs ,50: (6) 1001-1031 DEC 1995). 



Complexes a base de ouro tern sido usados no tratamento da 
artrite e seu mecanismo de atuacao envolve a ligacao a urn grupo tiol das 
proteinas, impedindo a formacao de pontes dissulfito podendo acarretar a 
denaturacao das mesmas. 

- Complexes metalicos de cobalto tambem ja foram apontados 
! C ° m ° a P resent ando atividade antiviral, anfoumoral, e antimicrobiana alem de ' 
propriedades antiinflamatorias. 

Compostos metalicos que podem trocar ou se ligar a sltios 
funcionais de proteinas resultando na inativacao de suas atividades biol6gicas 
sao descritos na patente US 5.880.149. O documento revela alguns complexos 
de paladio (pertencente a classe dos compostos de coordenacao), como 
inibidores irreversiveis de cisteino-proteases, como potentes drogas 
antitumorais e como drogas muito eficientes em inumeros processos 
infecciosos, onde o mecanismo de acao de cisteino-proteases, esteja 
envolvido. Como exemplo mencionamos a inibi 9 ao enzimatica provocada pelos 
complexos de paladio sobre as Catepsinas B, H, J, L, N, S, T e C e sobre a 
Enzima Conversora de Interleucina (ICE), constituindo-se em drogas ativas 
contra Amebiases, Tripanossom.'ases e Leishmanioses. A patente americana e 
o trabalho mais recente desenvolvido no que concerne ao desenvolvimento e 
mecanismos de acao de drogas antitumorais, envolvendo compostos do 
elemento quimico paladio. 

Descricao da InvencAo 

A presente invencao trata de complexos de paladio ineditos 
(pertencente a familia de compostos organometalicos), contendo uma ligacao 
Sigma C - Pd e uma ligacao de coordenacao Y -» Pd, dando origem a urn ciclo 
organico, razao pela qual se designa esses compostos por ciclopaladados, 
tambem conhecidos como paladaciclos. 

Os compostos abragados pela presente inven 5 ao podem ser 
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definidos pelas estruturas genericas A, B ou C do Esquema 1 abaixo: 

Esquema 1 

/- c \/ x [> c \ /KT ^ ~^ L \ 

( Pd ( Pd ) X- ( Pd Pd * \ 

\ L __ L [V Y ^ \ L Vj V Y ^ \ x x / \ c J 

A B C 

Onde: 

- X representa urn elemento escolhido dentre seguintes grupos: 

halogenio (CI, F, Br, I); 

pseudo-halogenio (N 3 , NCO, NCS, SCN); ou 

Acetato (H 3 C-COO ); e 

- Y representa um elemento do grupo V ou VI da Tabela 
Periodica, por exemplo N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, 

- C representa um atomo de carbono com hibridizacao sp 2 ou 
sp 3 , ligado ao atomo de paladio de forma covalente. O anel 
contendo C, Y e D pode ser constitufdo de 3 a 8 atomos 
Entre C e Y, representado por um trapo curvo, ha uma 

sucessao de atomos, referida como anel ciclopaladado, constituida de 3 a 8 
atomos, incluindo o atomo de paladio. De forma tfpica, sem excluir qualquer 
outra, tais atomos sao escolhidos entre carbono, nitrogenio, oxigenio ou 
enxofre. Cada um desses atomos componentes do anel pode, por sua vez, ser 
ligado a outros atomos ou grupamentos, formando estruturas variadas 
externamente ao anel, lineares ou clclicas, sem que qualquer limita?§o 
especifica seja conhecida da Depositante. 

- L representa um ligante que e um atomo doador do grupo V 
da Tabela Periodica (N, P, As, Sb, Bi), dentro de um composto bis- 
difenilfosfina-ferroceno conforme detalhado no Esquema 2 abaixo, sendo a 
representacao esquematica L-L indicativa da presenca de dois ligantes L na 




estrutura do dito composto bis-difenilfosfina-ferroceno, e R1, R2, R3, R4, R5, 
R6, R7, R8, R9, R10, R11 e R12 representam individualmente os seguintes 
radicais, que podem se apresentar em qualquer ordem : hidrogenio (H), alquil, 
aril, dienil, alcoxi, siloxi, hidroxi (OH), amino (-NH2), imida, halogenio (F,CI,BrJ), 
Imina, nitro (-N02). 

Esquema 2 




Dependendo da proporgao de ligante bis-difenilfosfina-ferroceno 
utilizada na sfntese, bem como do solvente, podem ser gerados compostos 
moleculares mononucleares (estrutura 1A, um ciclopaladado mono-dentado), 
ionicos mononucleares (estrutura 1B, um ciclopaladado bidentado quelante) e 
moleculares binucleares (estrutura 1C, um ciclopaladado bidentado em ponte). 
Os compostos das estruturas 1A e IB, sao obtidos quando se utiliza a 
proporpao de 2 moles do ligante bidentado L-L, para 1 mol dos complexes de 
partida. Os compostos mostrados em 1C sao obtidos quando se utiliza uma 
razao molar de 1:1. 

Neste trabalho a representa^ao [Pd(C 2 ,N-(S-dmpa)(dppf)CI] 
indica um complexo de paladio molecular, mononuclear com o ligante dppf do 
tipo monodentado, conforme esquema 1A, a representagao [Pd(C 2 ,N-(S- 
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dmpa)(dppf)]CI indica urn complexo de paladio mononuclear ionico com o 
ligante dppf atuando como bidentado quelante, conforme esquema 1B e 
[Pd 2 (C 2 ,N-R+ dmpa) 2 (n -dpptyClrf indica urn complexo de paladio molecular 
dinuclear contendo o ligante dppf atuando como ligante bidentado em ponte. 

Em uma realizacao particular da presente invencao os 
ciclopaladados obtidos sao representados nos Esquemas 3 e 4 abaixo, 
respectivamente derivados da N,N-dimetil-benzilamina (esquema. 3) e dos 
alcinos piridinil-fenil-etino (esquema. 4A) e 1-fenil-3-N,N-dimetilamino-propino 
(esquema 4B). 

Esquema 3 




H\'/H 



\ 



CH, CH3 



Esquema 4A 



Esquema 4B 




CI 

I / Ch3 
" \ — C=C— CH — N 



Uma realizacao ainda mais particular da presente invencao e o 
N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa). O Esquema 5 abaixo representa o anel 
ciclometalado formado pelos isomeros da N.N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) - 
enantiomero R(+) e enantiomero S (-). 
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ESQUEMA 5 




N 

CH 3 CH 3 

A titulo meramente explicativo, a ilustracoes dos esquemas de 3 a 
5 acima, mostram o anel ciclopaladado, que deve ser entendido conforme 
configuracao explicitada no esquema 6 abaixo (tomando-se a estrutura do 
esquema 3 como exemplo): 

Esquema 6 



C(A1) 

» 

Pd (A5) 




A3 




CH 3 CH 3 



-Y (A4) 



Nessa figura o anel ciclopaladado compreende 5 atomos, 
indicados como'AI a A5, inter-relacionados como prec^ituado anteriormente, 
) ou seja: 

- um atomo de carbono (A1) esta ligado ao paladio (A5) por uma liga?ao 
sigma; 

- um atomo de nitrogenio (A4, na formula geral definido genericamente como Y) 
esta ligado ao paladio por uma ligagao covalente dativa; 




- o atomo A2 e um carbono, e juntamente com A1 tambem sao partes de urn 
anel benzenico "externo" ao anel ciclopaladado; 

- o atomo A4 de nitrogenio esta ligado a dois radicals etila "externos" ao anel 
ciclopaladado 

- o atomo A3 e outro atomo de carbono ligado a dois atomos de hidrogenio 
"externos n ao anel ciclopaladado. . 

- o paladio, atomo A5, esta ligado a uma bis-difenilfosfma-ferroceno, onde R1 a 
R12 sao atomos de hidrogenio. 

- A parte pontilhada do esquema 6 indica os atomos formadores do anel 
ciclopaladado juntamente com o paladio. 

Complementando o exemplo ilustrativo, este ciclopaladado 
juntamente com o ligante 1,r-bis-difenilfosfina-ferroceno f poderia gerar, em 
uma das possibilidades apresentadas, a estrutura do complexo representado a 
seguir: 




O grande grupo de ciclopaladados obtidos de acordo com a 
presente invengao, espiecialmente os compostos derivados dos enantiomeros 
R(+) e S(-) do ligante organico N^-dimetiM-fenetilamina (trietilamina), 
representado por (dmpa) e contendo em suas estruturas o ligante de 
coordena9ao IJ'-bis-difeniifosfina-ferroceno, sao compostos que podem 
representar muitas vantagens como farmacos, no tratamento de grande 
variedade de enfermidades. 
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Este fato se deve a capacidade desses compostos de inibirem 
enzimas e protemas compreendendo as pertencentes as famflias tanto das 
cistemo - proteases (Catepsina B), das serino - peptidases (prolil - 
oligopeptidases), como tarnbem da Enzima Conversora de Angiotensina (ACE 
ou ECA) e da Catepsina D. Inibidores destas enzimas ou protemas por meio de 
complexos ciclopaladados nao foram anteriorrnente descritos, e embora estes 
complexos sejam sintetizados por metodos conhecidos, os compostos 
contendo os ligantes Bis-difenilfosfina-ferroceno sao absolutamente novos. 

O mecanismo de agao dos compostos de acordo com a presente 
invengao se da de forma principalmente reversfvel sobre enzimas ou protemas, 
agindo principalmente no complexo Enzima-Substrato. Esta reversibilidade 
implica em uma citotoxicidade baixa e diminuigao de efeitos colaterais 
indesejaveis, quando administrado como drogas, nao afetando porem, sua 
eficiencia como farmacos. 

O efeito de inibigao apresentado pelos complexos ciclopaladados 
sobre uma gama de grupos de enzimas aos quais pertencem por exemplo a 
Catepsina B, a famflia das prolil-oligopeptidases, a Catepsina D e a Enzima 
Conversora de Angiotensina (ACE), resulta em propriedades de 
imunomodulagao desses compostos. Os efeitos de inibigao e imunomodulagao, 
conferem aos ciclopaladados em questao propriedades antimetast£ticas, 
antiangiogenicas e de envolvimento na apoptose celular, constituindo-os em 
drogas, particularmente no tratamento de doengas correlacionadas a*essas 
protefnas, e de forma ainda mais particular contra tumores malignos solidbs ou 
ascfticos (sangue e sistema linfatico). 

Os ciclopaladados de acordo a presente invengao representam 
farmacos no combate ao cancer da tireoide, contra o qual ate hoje nao se tern 
quimioterapico especlfico, e neuroblastomas. Isto se deve principalmente a 
capacidade de inibigao sobre a Catepsina D e protegao de celulas da medula 
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ossea, causada por interferencia dos ciclopaladados sobre o sistema 
imunologico. Essas caracteristicas conferem aos compostos aqui descritos 
agao de protegao irnunologica contra efeitos secundarios indesejaveis em 
tratamentos que envolvam emprego de radioterapia. 

Breve Descricao dps Desenhos 

A Figura 1 apresenta o efeito do composto ciclopaladado sobre a 
atividade da catepsina B. 

As Figuras 2A e 2B apresentam respectivamente espectros de 
CD/interasao com moleculas de DNA. 

A Figura 3 apresenta o Tumor de Walker (10 dias) em uma cobaia 

nao tratada. 

A Figura 4 apresenta uma cobaia tratada (10 dias) sem vestfgio 
tumoral (Tumor de Walker). 

A Figura 5 apresenta uma cobaia com tumor de Walker (10 dias), 
sendo que o lado direito nao foi tratado (12 g de massa tumoral) e o lado 
esquerdo foi tratado localmente (2 g de massa tumoral). 

A Figura 6 apresenta a sobrevida de animais portadores do tumor 
ascitico de Ehrlich e tratados (via subcutanea) com 1 mg/kg dos compostos 
[Pd(C?,N-(S~ dmpa)(dppf)CI] ou [Pdf^N-fS-dmpaXdpp^N^J por 4 dias consecutivos. 
Os animais foram inoculados com celulas tumorals (1 x 10 6 celulas/ml) e 72 
horas apos este procedimentos foi iniciado o tratamento com os compostos em 
estudo. (p < 0.05 Kaplan-Meier, Cox-Mantel). 

A Figura 7 apresenta o numero de celulas nao aderentes no 
sobrenadante das culturas de longa duragao incubadas com 1 mg/kg do 
composto ciclopaladado [Pd&N-fS- dmpa)(dppf)CI]. As celulas nao 
aderentes foram removidas semanalmente e quantificadas (* P< 0.05 ANOVA, 
Tukey). 

A Figura 8 apresenta o numero de colonias de celulas precursoras 




hematopoieticas para granulocitos/macrofagos (CFU-GM) obtido no 
sobrenadante das culturas de longa duragao de celulas da medula ossea de 
animais normais tratadas com 1 mg/kg do compostos ciclopaladados [Pd(C*,N- 
(S- dmpa)(dppf)Cl], As celulas nao aderentes foram removidas semanalmente e o 
numero de CFU-GM quantificado (P< 0.05 ANOVA, Tukey). 

A Figura 9 apresenta o numero de celulas aderentes nas culturas 
de longa duragao de celulas da medula ossea de animais normais tratadas com 
1 mg/kg do composto ciclopaladados [Pd(C?,N-(S-dmpa)(dppf)Ci] semanalmente. 
As celulas aderentes foram removidas no final da cultura (9 a semana) (P< 0.05 
- Wilcoxon). 

A Figura 10 apresenta a percentagem de sobrevida celular de 
celulas HL60 incubadas por 72 horas com varios compostos ciclopaladados. 

A Figura 11 apresenta a percentagem de sobrevida celular de 
celulas K-562 incubadas por 72 horas com varios compostos ciclopaladados. 

A Figura 12 apresenta o aspecto morfologico de uma celula HL60 
incubada com o composto ciclopaladados [Pd^tN-fS- dmpa)(dppf)CI] por 72 
horas. E possfvel observar claramente os aspectos de uma celula em 
apoptose, como a fragmentagao nuclear com formagao de nucleos picnoticos 
(coloragao: hematoxilina de Harry's - aumento 400 x). 

A Figura 13 apresenta o efeito citotoxico dos complexos 
ciclopaladados. ». Vf 

A Figura 14 apresenta a atividade antitumoral in vivo dos 
ciclopaladados a 10 \M, 

A Figura 15 apresenta a atividade antitumoral in vivo dos 
ciclopaladados a 30 \xU. 

A Figura 16 apresenta a atividade antitumoral in vivo de 
compostos analogos a droga 1, contendo agora como ciclometalante alcinos 
funcionalizados. 



EFEITO DE INIBICAO SOBRE CISTEINO-PrQTEASES 
CATEPS1NA B 

Cisteino-proteases constituem uma familia de enzimas que 
possuem um grupo tiol (-SH) no sftio ativo. Possuem a capacidade de clivar 
ligagoes amida por uma interagao sinergica entre uma cistefna especlfica e 
uma histidina no sitio ativo, por mecanismo conhecido (Patente US 5.880.149). 
Essas proteinas sao encontradas em bacterias, virus, microorganismos 
eucariotos, plantas e animais, possuindo quatro ou mais superfamflias. A 
inibigao da enzima Catepsina B pelos compostos ciclopaladados de acordo 
com a presente invengao, foi inicialmente apontada como a principal causa da 
atividade antitumoral exibida por esses compostos. Porem, a atividade dos 
compostos de acordo com a presente invengao nao e limitada a esta cistelno- 
protease, e seu uso como farmacos nao deve ser restrito ao combate ao 
cancer. 

Os compostos ciclopaladados aqui descritos sao inibidores ativos 
das cistefno-proteases: Catepsinas B, H, J, L, N, S, T e C (dipeptidil-peptidase- 
I), Enzima Conversora de Interleucina (ICE), proteases neutras ativadas por 
calcio, Calpama I e II, cistetno-proteases virais, como por exemplo 
endopeptidase de cardiovfrus, endopeptidase de adenovirus e endopeptidase 
de aftovirus, e proteases essenciais no ciclo de vida de parasitas como por 
exemplo as proteases das especies de Plasmodium, Entamoebas, 
Onchoceras, Leishmanias, Haemonchus, Dictyostelium, , Therilerium, 
Esquistossomasr, Tripanossomas (T. cruzi, esta enzima e tambem conhecida 
como cruzaina ou cruzipama). Uma lista completa de cistefno-proteases que 
podem ser inibidas por esses compostos e dada por Rawlings et al (J. 
Biochem. 290:205-218-1993), e por Sajid M. et al {Molecular and Biochem. 
Parasitology, 120: (1) 1-21, 2002). 

Dessa forma, o emprego dos ciclopaladados como farmacos 
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envolve urn espectro amplo. Em particular na sua atuacao como inibidores das 
Catepsinas B, L, S, Cruzaina e Enzima Conversora de lnterleucina-1 p, que sao 
proteases lisossomais, relacionadas a inumeros processos de doencas 
causadas por degradacao de tecidos, um grupo que compreende artrites, 
distrofia muscular, invasao tumoral, glomeronefrites, infeccoes 6sseas por 
parasitas, doencas periodontals e metastase tumoral entre outras. 

Schotte et al., em seu trabalho para JBC (Vol.276, N°. 24, Issue of 
June 15, pp. 21153-21157, 2001), comprova que inibidores da Catepsina B, 
previnem a producao de lnterleucina-1 a, lnterleucina-1 p e fator de necrose 
tumoral a nfvel transcricional, podendo tambem estar envolvidos na inibicao do 
potencial de transativacao do fator nuclear k B (NF- k B), resultante de expressao 
genica. Os ciclopaladados apresentando, dessa forma, atividade inibitoria 
sobre a Catepsina B e sobre NF- k B, constituem farmacos ativos em um grande 
numero de doencas inflamatorias como por exemplo bronquites, artrites 
reumatoides, osteoporose, pancreatite aguda e progressoes do cancer. 

EFEITO DE iNIBtCAO SOBRE SERINO-PEPTIDASES 

Prolil-Oligopeptidase 
Prolil-oligopeptidase constitui uma familia de enzimas pertencente 
ao grupo das serino-peptidases, que nao conseguem hidrolisar peptideos com 
mais de trinta resfduos. Este grupo compreende dipeptidil-peptidase IV, 
acilaminacil-peptidase e oligopeptidase B alem do prototipo prolil- 
oligopeptidase. Determinacao, recente da estrutura cristalina da prolil- 
oligopeptidase (80 kDaXmostra que a enzima contem um domfnio.de peptidase 
com um alfa/beta hidrolase dobrada e sua triade catalltica e constitufda por um 
tunel central possuindo uma estrutura incomum beta-pregueada com sete 
laminas, dormnio que opera como filtro de grandes peptideos. A inibigao das 
enzimas desta familia e importante fonte de desenvolvimento de novas drogas, 
uma vez que as prolil-oligopeptidases estao envolvidas em um grande numero 



de disturbios como a amnesia, controle da depressao e pressao sangulnea, 
atuando tambem como importantes Chaperonas em transportes de protelnas 
atraves de membranas do reticulo endoplasmatico e mitocdndrias 
(Sharova.E.I.; Russian Journal of Plant Physiology, 49(2),255,2002). 

A dipeptidil-peptidase IV esta envolvida na diabetes e a 
oligopeptidase-B em tripanossomias - Polgar L. Cellular and Molecular Life 
Sciences, 59 (2), 349-62, 2002. e Folop, V. et al. Cell, 94(2), 161 -70, 1998. Alem 
disso, Maes, M. et al. em Psychoneuroendocrinology, 26 (1), 17-26, 2001, 
comprovam o envolvimento desta enzima em disturbios alimentares, bulimia 
nervosa e anorexia. E comprovada tambem a atividade da prolil-endopeptidase 
(PEP) e dipeptidil-peptidase IV. (DPP IV) no alcoolismo, na producao. de 
citocinas e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), fator alfa de 
necrose tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), receptor 
antagonista de IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento de 
coldnias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), sendo que a diminuicao da 
concentracao de PEP e DPP IV aumenta a producao desses fatores (Maes, M.; 
et al. Alcohol, 17 (1),1-6, 1999). A alta atividade dessas enzimas no organismo 
humano, tambem esta relacionada com o stress psicologico segundo Maes, M. 
e colaboradores em Psyconeuroendocrinology, 23 (5), 485-495, 1998. 

A DPP IV, tambem conhecida como CD26; EC 3.4.14.5, e urn 
receptor de glicoprotemas com multiplas funcoes, incluindo adesao celular, 
transportador celular atraves da matriz, extracelular e potencial co-estimulador 
durante a ativacao de celulas T. Por ser uma exopeptidase a mesma torna-se 
uma chave regulatdria do metabolismo de peptfdeos hormonais. Inibidores 
seletivos desta enzima possuem, entre outras, aplicacao no tratamento da 
diabetes do tipo II, doenca na qual esta enzima participa de ciclos complexos 
de regulacao como descrito por Hildebrandt e colaboradores em Clinical 
Science, 99 (2), 93-104, 2000. 




Um trabalho de revisao mostra as propriedades da DPP IV e dos 
potenciais terapeuticos de seus inibidores (Augustyns, K.;Bal, G.; Thonus, 
G.;Belyaev, A.; et al.Current Medicinal Chemistry, 6(4), 311-327, 1999), 
evidenciando sua funcao como antigeno do leucocito CD26 e sua atuacao 
sobre os novos substratos glucagon quemoquinas. O trabalho aborda tambem 
a potencialidade terapeutica de seus inibidores no combate das infeccSes 
causadas pelo virus HIV (Aids) e suas correlagoes com o sistema imunologico. 

Joyeau e colaboradores por sua vez comprovaram que a prolil- 
oligopeptidase especlfica Tc80, e essencial para o metabolismo do 
Tripanossoma cruzi, sendo seus inibidores, potenciais farmacos contra a 
doenca de Chagas (European Journal of Medicinal Chemistry, 35(2), 257- 
266,2000). 

A oligopeptidase B e um membro da nova familia de serino- 
peptidases, encontrada em bacterias Gram-negativas e Tripanossomas 
(Juhasz.T.; Szeltner,Z.; Renner.V; Polgar.L. Biochemistry, 4(12),4096-4106, 
2002) O Tripanossoma brucei contem a serino-oligopeptidase (OP-Tb), liberada 
pelo hospedeiro na circulacao sangumea durante" a infeccao da Tripanossomia 
Africana (Morty.R.E.; Lonsdale-Eccles.J.D.; Morehead, J.et aUoumal Of 
Biological Chemistry, 274(37), 26149-156, 1999). 

Endopeptidases neutras tambem sao responsaveis pelas 
propriedades regulatqrias da Angiotensina II (Marie, C.j Waltjier.T.- FASEB 
JOURNAL,16(4), A93 , Part 1, 2002), ficando evidente o envolvimento dessa 
classe com as propriedades descritas para a ACE e tambem sua relacao com a . 
imunomodulacao (Inguimbert, N. et al; Journal of medicinal Chemistry, 45(7), 
1477,2002). 

Catepsina D 

A Catepsina D e uma endopeptidase acidica, servindo como fator 
de prognostico do cancer de mama (Kraimps JL, Metaye T, Millet C, Margerit D, 




Ingrand P, Goujon JM, Levillain P, Babin P, Begon F, Barbier J. Surgery 1995 
Dec; 11 8(6): 1036-40), sendo tambem expressas em alta concentracao nos 
carcinomas medulares e tumores da tireoide (Holm R, Hoie J, Kaalhus O, 
Nesland JM. Virchows Arch 1995;427(3):289-94). A atividade da Catepsina D e 
respectivamente maior em celulas cancerosas, adenomas e doencas graves da 
glandula tire6ide que em celulas normais, sendo sua localizacao a mesma 
tanto em celulas tumorals como normais (Metaye T, Kraimps JL, Goujon JM, 
Fernandez B, Quellard N, Ingrand P, Barbier J, Begon F. J Clin Endocrinol 
Metab 1997 Oct;82(10):3383-8). Nos carcinomas cutaneos (melanoma e 
nevos) as atividades das Catepsinas B e L sao grandes. A Catepsina D e 
expressa em altos nlveis somente em melanoma. A atividade da Catepsina H 
esta inversamente relacionada com o potencial invasivo da lesao (Frohlich E, 
Schlagenhauff B, Mohrle M, Weber E, Klesseri C, Rassner G. Cancer 2001 
Mar 1;91(5):972-82). Catepsina D, nm23, EGFR e LR (detectados por 
imunohistoqulmica), sao potenciais marcadores para a distancia do 
espalhamento metastatico em cancer de mama com n6dulo negative sendo a 
combinacao dos tres primeiros uma abordagem nriais promissora (Niu Y, Fu X, 
Lv A, Fan Y, Wang Y. Int J Cancer 2002 Apr 10;98(5):754-60). Analises 
imunohistoqufmicas mostram que a expressao da Catepsina D por celulas 
cancerosas esta associada com a profundidade da invasao do tumor tanto 
gastrico como intestinal (Ikeguchi M, Fukuda K, Oka S, Yamaguchi K, 
Hisamitsu K, Tsujitani S, Sakatani ;T, Ueda T, Kaibara N. Oncology 
2001;61(1):71-8). A expressao da Catepsina D esta relacionada com a 
expressao- da protema p53 em celulas cancerosas do esofago de acordo com 
analise imunohistoqulmica. A Catepsina D nao foi detectada em celulas sadias 
do esofago. A alta expressao da Catepsina D esta significativamente associada 
com o crescimento invasivo do tumor (Ikeguchi M, Sakatani T, Ueta T, Fukuda 
K, Oka S, Hisamitsu K, Yamaguchi K, Tsujitani S, Kaibara N. J Clin Pathol 2002 



Feb;55(2): 121-6). Testes em ratos indicam que a Catepsina D esta diretamente 
ligada ad processo de metastase tumoral, atraves da transferencia do vetor de 
expressao da Catepsina D humana em cancer de mama. Os inibidores desta 
enzima, caso onde se inserem os ciclopaladados em questao, influenciam 
diretamente na diminuicao ou impedimento da metastase tumoral (Marcel 
Garcia, Nadine Platet, Emmanuelle Liaudet, Valerie Laurent, Danielle Derocq, 
Jean-Paul Brouillet, Henri Rochefort. Stem Cells 1996; 14:642-650). 

Os compostos de paladio de acordo com a presente 
invencao sao eficientes inibidores da Catepsina D. Os mesmos 
mostraram-se, paralelamente, eficientes inibidores de tumores da 
tireoide em doses de cerca 1 a cerca de 10 jag, Foram estudadas 3 
linhagens de celulas desses tumores: WRO, NPA, ARO, 
demonstrando que os compostos aqui descritos podem ser 
utilizados no desenvolvirnento de urn farmaco eficiente, contra urn 
tipo de tumor para o qual praticamente nao existe tratamento por 
um quimioterapico. Este fato associado a acao imunomoduladora 
dos compostos ciclopaladados, impedindo celulas jovens da 
medula ossea de entrarem em divisao celular (fase S), fazem 
desses compostos farmacos promissores em tratamentos conjuntos 
de tumores tireoideano envolvendo radioterapia, impedindo efeitos 
colaterais indesejaveis, como por exemplo, a leucemia. 

E comprovado que a inibicao -da protease lisossomal com 
inibidores enzimaticos gera a morte de celulas de neuroblastomas (Castino R, 
Pace D, Demoz M, Gargiulo M, Ariatta C, Raiteri E, Isidoro C. Int J Cancer 2002 
Feb 20;97(6):775-9). Sob este aspecto os ciclopaladados aqui apresentados 
representam uma opcao de tratamento deste tipo de cancer, principalmente em 
criancas onde o mesmo e muito agressivo, sem os problemas advindos do uso 
dos compostos conhecidos. 



EFEITO DE INIBI pAO SOBRE METALO-ProTFASFS 

Enzima Con versora de Angiotensina fACE) 
A enzima conversora de angiotensina faz parte do 
grupo das metalo-proteases, contendo Zinco em urn de seus sitios 
ativos, esta relacionada com a conversao de Angiotensina I em 
Angiotensina II. A enzima possui dois dominios, designados por 
dominio C e dominio N, ou seja, possui dois centros ativos. A 
Angiotensina II induz a proliferacao de celulas progenitoras do 
Sistema Hematopoietico (HPC), enquanto a Angiotensina I, inibe 
esta proliferacao. Por outro lado, o peptideo Acetyl — N — Ser - 
Asp - Lys - Pro (AcSDKP), que tambem e urn substrato da enzima 
ECA, e urn regulador da proliferacao de celulas progenitoras do 
Sistema Hematopoietico. 

Na literatura encontram-se inumeros relates da influencia e do 
mecanismo desses substratos (Angiotensina I, Angiotensina II e o peptideo 
AcSDKP), na modulacao do sistema imunologico como os mencidnados a 
seguir: 

i 

> Chisi et al.("lnhibitory action of the peptide AcSDKP...", Ste'm Cells 
1997;15:455-460) descrevem o uso da combinacao do AcSDKP com 
inibidores apropriados da ACE na regulagao da proliferap§o de Icelulas 
Jiematopoieticas in vitro. E verificada uma inibipao significativa do ciclo de 
celulas jovens pela 3930 do peptideo AcSDKP na presenca de captopril, 
urn inibidor eficiente da ACE, exercendo urn efeito no. sftio ativo N da 
enzima. - , 

> Chisi em outro artigo ("Captopril inhibits the proliferation of hematopoietic 
stem and progenitor cells Stem Cells 1999;17:339-344) ainda revela 
que Drogas usadas no tratamento da hipertensao como os inibidores da 
ACE podem causar pancitopenia mas a causa disto ainda e desconhecida. 
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Estudos demonstraram que o captopril nao apresentou toxicidade para as 
celulas da medula 6ssea, porem diminui a proporcao de macrofagos da 

> fase S; esses resultados indicam que o captopril causa mielosupressao. 

> Azizi et al. ("Angiotensin l-converting enzyme...", Clin Exp Pharmacol 
Physiol 2001 Dec;28(12):1066-9), descrevem que o AcSDKP e hidrolisado 
pela ACE in vitro e e um substrato preferencial do N-terminal do sftio ativo 
desta enzima, mas tambem e um peptideo natural hidrolisado pelo N- 
terminal do sftio ativo da. ACE in vivo. A ACE pode entao regular a 
hematopoiese pela permanente degradacao deste inibidor natural 
circulando nas celulas da fase S. O peptideo fosffnico RXP407 (um inibidor 
seletivo do domlnio N da ACE in vitro) nao interfere na regulacao da 
pressao sangulnea. 

> Aidoudi e colaboradores ("The tetrapeptide AcSDKP reduces...", Int J 
Hematol 1998 Aug;68(2): 145-55) testaram a protecao do AcSDKP em 
celulas progenitoras de CFU-MK e CFU-GM de camundongos tratados com 
uma dose baixa de citosina arabinosida (Ara-C) tanto em testes in vitro 
como in vivo. Mostrou-se que a administracao de AcSDKP antes de iniciar- 
se tratamento com Ara-C resulta num aumento significativo de CFU-GM, 
CFU-MK e maturacao do numero de celulas MK de 6 a 8 dias apos a 
primeira injecao de Ara-C. Resultados demonstraram efeito protetor de 
AcSDKP para celulas progenitoras durante tratamento com Ara-C. 
> Rousseau-Plasse: ("Lisinopril, an angiotensin l-converting enzyme 
inhibitor...", Exp Hematol 199.8 Oct;26(1 1): 1074-9) relata a^administracao 
oral de inibidor de ACE em humanos tern aumentado a concentracab de 
AcSDKP no plasma. Foi estudado in vivo o efeito do lisinopril no estado 
proliferative de celulas hematopoieticas de camundongos na fase S 
desencadeada por irradiacao. A administracao de lisinopril uma hora apos a 
irradiacao inibiu 100% a atividade do plasma murine da ACE em 
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decorrencia do aumento no nfvel de plasma endogeno de AcSDKP. 
> Li et al.("Production and consumption of the tetrapeptide AcSDKP... Exp 
Hematol 1997 Feb;25(2): 140-6) analisaram o papel do microambiente 
celular humano no metabolismo do AcSDKP usando-se cultura de celulas 
de medula de longo periodo long-term (LTMC). Os resultados obtidos foram 
que: macrofagos sintetizam e liberam no sobrenadante AcSDKP; celulas do 
estroma degradam o peptfdeo via ACE; e componentes da matriz 
extracelular e da LTMC servem como urn reservatdrio para o peptldeo. 

Ao se avaliar os efeitos dos compostos da presente invencao no 
sistema de cultura Hquida de longa duraeao (exposicao prolongada in vitro), 
que permite avaliar os efeitos do composto sobre a formagao do estroma 
medular (tecido formado por fibroblastos, celulas sinalizadoras de lipfdios, 
celulas endoteliais entre outras), que e responsavel pela sustentacao das 
celulas jovens da medula osseas (stem cell), foi determinado que a exposicao 
prolongada a estes compostos, particularmente aqueles contendo o ligante 
1,r-bis-difenilfosfina-ferroceno, conforme representando nas estruturas 
genericas A e B descritas, aumentam de forma significativa as celulas 
aderentes do estroma medular quando comparados ao controle. Por outro lado, 
uma diminuicao no numero de celulas nao aderentes do sobrenadante das 
culturas Ifquidas e uma diminuicao no numero de coldnias de celulas (CFU- 
GM) obtidas a partir do sobrenadante destas culturas foi observada. Este 
padrao de resposta tern sido pbservado com drogas inibidoras da, enzima 
conversora da angiotensina (ECA), como o captopril. estudos acima* citados 
demonstram que esta droga inibe a ECA, aumentado a concentracao do 
tretrapeptidio AcSDKP (substrato da ECA), o qual e produzido pelas celulas do 
estroma medular e atua impedindo que as celulas pluripotentes da medula 
ossea entrem para o ciclo celular. Tal fato e particularmente interessante, uma 
vez que drogas quimioterapicas atuam particularmente na fase S do ciclo 




celular (sintese de DNA), atingindo nao somente as celulas malignas, assim 
como aquelas dos tecidos de renovacao rapida como a medula ossea. A 
interrupcao temporaria do ciclo celular produzida pelo ciclopaladado esta 
associada a uma maior protegao as celulas da medula ossea dos efeitos 
mielot6xicos da quimioterapia convencional. 

Os compostos de acordo com a presente invencao sao 
imunomoduladores, pois a diminuicao reversivel da proliferacao de celulas da 
medula ossea (granulocitos e macrofagos) esta associada a . uma menor 
atividade fagocrtica e diminuicao na liberacao de interleucina 1 pelos 
macrofagos com consequents diminuicao na estimulacao de linfocitos, os quais 
por sua vez tambem estao envolvidos na progressao das doencas auto- 
imunes. Portanto, os compostos aqui descritos sao uteis como 
imunossupressores. 

Mecanismo 

O mecanismo de a9§o dos compostos de acordo com a presente 
invengio se da de forma principalmente reversfvel o que resulta em uma 
citotoxicidade baixa e diminuigao de efeitos colaterais indesejaveis. 

Sem nos prendermos a aspectos te6ricos, o mecanismo de 
inibicao enzimatica e apresentado, por exemplo, aquele dos complexos 
ciclopaladados ionicos contendo ligante dppf bidentado do tipo [Pd (C 2 ,N- 
dmpa) (dppf)]X. Inicialmente ocorre a quebra de uma ligaeao de Coordena^ao 
entre o atomo> de fosforo do ligante bifosfinico e o Ion Pd (II) com uma 
coordenacao simultanea de uma molecula do solvente DMSO, prbduzindo-se 
assim o complexo [Pd (G 2 ,N-dmpa) (dppf) (DMSO)] X. Os mesmos complexos 
contendo DMSO (ou outro solvente coordenante como dimetilformamida, 
piridina, THF, dentre outros), sao formados por complexos ciclopaladados do 
tipo molecular [Pd(C 2 ,N-dmpa)(dppf)X], com a migracao em solupao de urn ion 
X" para fora da esfera de coordenacao do metal. A partir dos complexos 
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ciclopaladados apresentando ligantes dppf em ponte do tipo [Pd 2 (C 2 ,N- 
dmpa) 2 (n-dppf) 2 X 2 ], os complexos [Pd(C 2 ,N-dmpa)(dppf) (DMSO)]X sao 
produzidos por decomposicao parcial do complexo em solucao de DMSO/agua 
devido a falta de estabilidade dos mesmos em solucQes de DMSO. O fato e 
mais evidente quando Pd(0) e formado ap6s alguns minutos da dissolucao dos 
complexos em solucao de DMSO. A solucao do complexo [Pd 2 (C 2 ,N-dmpa) 2 
(n-dppf)2 (N 3 ) 2 ] em nitrometano mostra aumento de condutividade molar de 9.3 
S.cm 2 para 60 S.cm 2 a 25°C, pela adicao de algumas gotas de DMSO. 

Em urn proximo estagio, o complexo [Pd(C 2 ,N-dmpa) (dppf) 
(DMSO) ]X, por ruptura da ligacao coordenada N-Pd e coordenacao da nova 
molecula de DMSO produzem-se o complexo [Pd(C 2 -dmpa) (dppf) 
(DMSOJJX. Esta ultima molecula organometalica gerada em solucao sera o 
inibidor efetivo da acao enzimatica. 

Considerando-se o fato de que o ligante dppf livre e nenhum outro 
complexo formado por outras classes de ligantes bifosfinicos, foram capazes 
de inibir a atividade enzimatica, conclui-se que o fen6meno de inibicao e 
altamente dependente do ligante dppf, bem como da estrutura quimica do 
complexo de paladio. Dessa forma acreditamos que o inibidor organometalico 
produzido em solucao, ou seja o complexo [Pd(C 2 ,N-dmpa) (dppf) (DMSO) ]X, 
entra em equilibrio dinamico com o complexo intermediario tetraedrico 
-produzido pela associagao entre o par de ions tiolato-imidazol com o substrato. 
Esta interacao ocorre com a participacao dos dois centros metalipos existentes 
no complexo (Pd, Fe). Neste modelo o grupo acila de alta, densidade de cargas 
negativas interage com o ion Pd(ll) por simultaneo deslocamento de uma 
molecula de DMSO, coordenando-se a urn atomo de enxofre altamente ativado 
do grupo cisteina, o qual, por sua vez, interage com o atomo de ferro do ligante 
dppf. O equilibrio das especies em solucao origina urn mecanismo de inibicao 
reversivel. 
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A presente invencao trata de compostos ciclopaladados que 
compreendem ligantes bis-difenilfosflna-ferroceno e outros ligantes analogos, 
contendo atomos doadores do mesmo grupo fosforo como ativos inibidores de 
protemas, particularmente enzimas. Atuando sobre essas enzimas e 
participando de intercalates com moleculas de DNA, esses compostos 
modulam o sistema imunologico. 

Em realizacao particular as enzimas cuja atividade e inibida pelos 
compostos da presente invengao sao pertencentes as famflias das serino- 
peptidases, cisteino-proteases, metalo-proteases e endopeptidades. 

Em realizagao mais particular da presente invencao as cisteino- 
proteases inibidas pelos compostos aqui revelados sao Catepsina B, H, J, L, N, 
S, T e C (dipeptidil-peptidase-l), Enzima Conversora de Interleucina (ICE), 
proteases neutras ativadas por calcio, Calpama I e II, cistefno-proteases virais, 
como por exemplo endopeptidase de cardiovfrus, endopeptidase de adenovirus 
e endopeptidase de aftovirus, e proteases essenciais no ciclo de vida de 
parasitas como por exemplo as proteases das especies de Plasmodium, 
Entamoebas, Onchoceras, Leishmanias, Haemonchus, Dictyostelium, 
Therilerium, Esquistossomas, Tripanossomas (T. cruzi, esta enzima e tambem 
conhecida como cruzaina ou cruzipaina). 

Em realizafSo ainda mais particular as cisteino-proteases inibidas 
pelos compostos da presente invencao sao Catepsinas B, Cruzaina e Enzima 
Conversora de lriterleucina-1 p. 

Em' realizacao mais particular da presente invencao as serino- 
peptidases inibidas pelos compostos aqui revelados sao dipeptidil-peptidase IV, 
acilaminacil-peptidase, oligopeptidase B alem da prolil-oligopeptidase. 

Em realizacao mais particular da presente invenpao a metalo- 
protease inibida pelos compostos aqui revelados § Enzima Conversora de 
Angiotensina (ACE). As quatro classes de Metalo-proteases de matriz (MMPs), 
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a saber, Colagenases, Estromelisinas, Metalo-protease tipo membrana e 
Genatinases podem ser inibidas por estes compostos. Assim sendo, os 
compostos apresentados poderao entao ser eficazes no tratamento de doengas 
inflamat6rias do Sistema Nervoso Central que acarretam degradagao da 
Mielina, incluindo a Esclerose Multipla e Encefalomielite autoimune (Cuzner 
ML, OpdenakkerG; Journal of Neuroimmunology; 94, 1-14, 1999). 

Em outra realizagao particular a endopeptidase inibida pelos 
compostos aqui revelados e a Catepsina D. A Encefalinase ou Endopeptidase 
24.11 tambem sofrem inibigao pelos compostos descritos. Dessa forma os 
mesmos tern aplicacao em doengas cardiacas que envolvam a degradagao do 
fator natriuretic© atrial (ANF). Varin J, Duboc D, Weber S, Fouchard J, Schwartz 
JC, Muffatjoly M, Guerin F; Archives Des Maladies Du Coeur Et Des Vaisseaux; 
84, 1465-1471, 1991. 

Em realizacao particular as doengas trataveis com os compostos 
da presente invengao compreendem: doencas causadas por degradacao de 
tecidos como por exemplo artrites, distrofia muscular, invasao tumoral, 
glomeronef rites, infeccoes osseas por parasitas, parasitomias, doencas 
periodontais e metastase tumoral entre outras; doengas cardiacas que 
envolvam a degradacao do fator natriuretico atrial; doengas inflamatorias como 
por exemplo bronquites, artrites reumatoides, osteoporose, pancreatite aguda e 
progressoes do cancer; distCirbios como a amnesia, controle da depressao e 
pressao sangufnea; diabetes, tripanossomias, doenga de Chagas, disturbios 
alimentares, bulimia nervosa. e anorexia; alcoolismo, doengas relacionadas a 
produgao de citocinas e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), 
fator alfa de necrose tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), 
receptor antagonista de IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento 
de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), stress psicologico; combate 
das infecgoes causadas pelo virus HIV (Aids); doengas inflamatorias do 




Sistema Nen/oso Central que acarretam degradacao da Mielina, incluindo a 
Esclerose Multipla e Encefalomielite autoimune. Alem de estarem envolvidos 
na inibicao da ACE que, por sua vez, esta relacionada com a modulacao do 
sistema imunologico, regulacao proliferacao de celulas progenitoras do Sistema 
Hematopoietico e inibicao significativa do ciclo de celulas jovens; hipertensao 
sem mielosupressao. A acao dos compostos ciclopaladados revelados pela 
presente invencao tambem se deve a inibicao do crescimento invasivo de 
tumores como cancer de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, 
gastrico, intestinal, esofago, e tumores tireoideanos. No caso de cancer da 
tireoide, quando empregados juntamente com radioterapia, os mesmos 
impedem efeitos colaterais indesejaveis, como por exemplo, a leucemia. 
Encontram aplicacao tambem no combate a neuroblastomas. Os compostos 
ciclopaladados descritos apresentam propriedades antiangiogenicas e 
antimetastaticas, no que concerne ao tratamento dos tumores malignos. 

Atuando sobre essas enzimas e participando de intercalac6es 
com moleculas de DNA, esses compostos modulam o sistema imunologico, 
constituindo-se assim, nao s6 em eficazes agentes antitumorais, principalmente 
no combate a tumores malignos, mas tambem como substancias ativas em 
outras doencas associadas a degradacao de tecidos, doencas desencadeadas 
por processos inflamatorios e/ou por origem viral, bacteriana ou por parasitas, 
doengas autoimunes, diabetes, amnesia, disturbios nervosos,e alimentares, 
estresse, alcoolismo e hipertensao entre outros. Alem da alta eficacia como 
imunomoduladores e imunossupressores, as drogas da presente invencao 
podem agir a baixas concentrates, com baixa citotoxicidade, apresentando no 
caso especifico no tratamento do cancer propriedades antiangiogenicas e 
antimetastaticas. 

SlNTESE 

Os complexos de paladio de acordo com a presente invencao 



contendo o grupo Azida (N 3 "), foram sintetizados com o intuito deste grupo 
constituir-se em uma "sonda espectroscopica" na regiao do infravermelho, para 
uma caracterizagao estrutural mais precisa sobre o carater ionico ou molecular 
dos complexos, bem como de sua natureza mono- ou binuclear. Este grupo 
possui modos normals de vibragao no IV nas regioes de 2040-2060 cm" 
1 (estiramento assimetrico) e 1400-1500 cm" 1 . (estiramento simetrico), que 
possibilitam estas atribuigoes. Embora esses complexos tambem tenham 
apresentado efeitos biologicos como antitumorais e como inibidores de 
enzimas, os mesmos nao se constituem nos compostos mais indicados no seu 
emprego como farmacos pois apresentam efeitos citotoxicos e efeitos 
colaterais indesfejaveis, afetahdo o ciclo de respiracpao celular. Para todos os 
complexos sintetizados contendo o grupo azida, foram obtidos os analogos 
com o ion cloreto (CI"), que nao apresentam esses efeitos secundarios e 
constituem-se em clrogas igualmente ativas. 

A sintelse dos compostos foi realizada a temperatura ambiente 
usando reagentes de^ alto grau de pureza de fomecedores comerciais sem 
purifica$ao adicional. Analises elementares foram realizadas pela Central 
Analitica IQ-USP-SP-Brasil. Os espectros FT-IR foram obtidos em 
espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum-One na faixa de 4000-400 cm" 1 com 
amostras na forma de pastilhas de KBr. Os espectros de RMN de 1 H e 31 P{ 1 H} 
foram obtidos em urn espectrometro multinuclear Bruker Avance DPX-300, a 
300 e 81 -MHz, respectivamente. Os* dados sobre RMN de proton foram 
registrados em ppm, utilizando-se TMS a 0.00 ppm como referenda. Os 
deslocamentos quimicos de 31P{ 1 H} foram medidos em relagao ao H3PO4. 
Todas as medidas de RMN foram obtidas no solvente CDCI 3 . Medidas de 
condutividade molar dos complexos foram realizadas em um condutivfmetro 
Metrohm mod. 71 2 usando-se nitrometano como solvente. Os complexos de 
partida estao ilustrados pelo Exemplo 1. Realiza?oes particulars da presente 




invencao podem ser verificadas na preparacao de complexos de partida e 
demais exemplos. 

Preparo de complexos com ligantes bifosfinicos 
A partir dos complexos de partida descritos no Exemplo 1 
inumeros complexos ciclopaladados foram sintetizados, segundo realizacoes 
particulares da presente invencao, por reacoes com 1,1'-bis-difenilfosfina- 
ferroceno, (dppf). O produto resultante depende da estequiometria e solvente 
usado. Complexos moleculares e ionicos foram isolados tendo 1 ou 2 centros 
metalicos e contendo o ligante de coordenacao bifosffnico na forma mono ou 
bidentada para o ion paladio (II). 

Procedimento Geral 
Compostos ionicos apresentando ligantes bifosfinicos quelados 
do tipo [Pd(C 2 ,N- dmpa)(L)]X (L= ligante bidentado) foram sintetizados a partir 
de reacoes dos complexos ciclopaladados de partida com ligantes bifosfinicos 
(L-L). Uma razao molar 2:1 entre o ligante bifosffnico e o respectivo complexo 
de paladio foi usada. Assim, 0.2 mmol do composto ciclopaladado dimerico 
foram parcialmente dissolvidos em 50 ml de acetona em urn erlenmeyer. Entao, 
0.4 mmol de (L-L) foi adicionado a suspensao resultante. A mistura ficou sobre 
agitacao constante a temperatura ambiente por 1 hora. O solvente da mistura 
final foi evaporado sob pressao quase secura e o solido resultante foi entao 
precipitado com a adicao de hexano. O solido foi posteriormente lavado com 
Et 2 0 e seco a vacuo. 

• Compostos moleculares apresentando ligantes bifosfinicos 
monodentados do tipo [Pd(C 2 ,N-dmpa)(L)X]. (L=ligante monodentado) foram 
sintetizados por procedimento similar usando diclorometano como solvente. 

Complexos ciclopaladados dinucleares apresentando ligantes 
bifosfinicos em ponte do tipo [Pd 2 (C 2 ,N- dmpa) 2 (\x -L)X 2 ] (L=ligante bifosfinico 
em ponte) foram obtidos usando-se uma razao molar de 1:1 entre o ligante 




bifosffnico e o respectivo complexo de paladio com diclorometano como 
solvente. Estas referidas realizagoes preferenciais da presente invengao sao 
ilustradas pelos exemplos 2 a 4. 

iNTERACAO DOS COMPOSTOS COM ENZIMAS 

A Catepsina B e papama foram fornecidas pela empresa 
Calbiochem Co. e a concentragao das enzimas ativas, determinadas por 
titulagao usando-se o inibidor de cisteino-proteases conhecido por E-64. 
Catepsina B e papaina foram acondicionadas a 4°C em 50 mM em tampao 
acetato de sodio (pH 5.0) contendo 10 ^iM MMTS. O substrata fluorogenico 
amidometilcoumaril Z-Phe-Arg-MCA, tripsina e o inibidor irreversivel de 
papaina E-64 foram fornecidos pela Sigma. 

A influencia dos compostos organometalicos sobre a atividade da 
endopeptidase catepsina B foi determinada por espectrofluorimetria usando o 
substrata fluorogenico Z-Phe-Arg-MCA. Esse peptideo e um bom substrata 
para catepsina B com k ca /K s = 4.5 10 5 M~ 1 .s~\ e foi escolhido a fim de 
posicionar resfduos Phe e Arg em P 2 e Pi respectivamente. O substrata cobre 
os principals sftios de ligagao S 2l Si e S'i com cisteino-proteases similares a 
papaina (Turk,D;et al. f "Revised definition of substrate binding sites of papain- 
like cysteine proteases". J .Biol. Chem.; 1998, 379, 137-147). 

As intensidades dos sinais de fluorescencia foram monitoradas 
por um espectrofluonmetro termostatico Hitachi F-2000. O comprimento de 
onda foi calibrado a 380 nm para a excita?ao e 440 nm para a emissao. A 
ativagao da enzima se deu por incuba?ao por 5 min a 37°C em solugao tampao 
50 mM de fosfato de sodio (pH 6.4) contendo NaCI 200 mM, EDTA 1 mM, e 
DTT 2 mM. As medidas foram realizadas no mesmo tampao de ativagao da 
catepsina B e parametros cineticos determinados pela tomada da taxa inicial de 
hidrolise em varias concentrates do substrata na presen?a ou ausencia de 
diferentes concentrates de compostos organometalicos. Os resultados foram 
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analisados por regressao nao-linear pelo uso do programa GraFit 3.01 
(Erithacus Software Ltd.), 

O modelo cinetico do Esquema 1 descreve o efeito da heparina 
sobre a hidrolise de Z-Phe-Arg-MCA pela catepsina B: 

Esquema 1 
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Onde S representa o substrato Z-Phe-Arg-MCA; I representa o 
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Estudos cineticos foram realizados para o complexo ciclopaladado 
[Pd (C 2 ,N-(R+ dmpa)(dppf)N 3 ]. Como mostra a Figura 1A a presenpa do 
organometalico no teste cinetico da Catepsina B resulta em diminuigao dos 
valores kca t para a hidrolise de Z-Phe-Arg-MCA. Por outro lado, a Figura 1B 
mostra que o composto tambem aumenta marcadamente a afinidade da 
Catepsina B pe!o substrato Z-Phe-Arg-MCA. O efeito do organometalico sobre 
a atividade da endopeptidase Catepsina B pode ser descrita por meio de uma 
curva do tipo hiperbolica mista com padrao de inibi?ao mostrado no Esquema 
1 . A eficiencia do sistema de hidrolise do substrato pode ser alterada atraves 
de mudangas no K s (parametro a) ou V max (parametro p). Os dados foram 
tratados de acordo com a Equapao 1 usando-se regressao nao-linear e os 
valores para as constantes foram determinados. Os resultados mostram que 
[Pd (C 2 ,N-(R+ dmpa)(dppf)]N 3 se liga a Catepsina B livre (E) com constante de 
dissociagao Kh = 12 ± 1 p.M, e o composto se liga ao complexo enzima- 
substrato (ES) com constante de dissociagao ccK H = 2.4 ± 0.3 jo.M. O complexo 
ainda induziu aumento de 5.3 vezes na afinidade da Catepsina B pelo substrato 
Z-Phe-Arg-MCA; o valor de Ks diminuiu de : 110 ± 15 para 21 ± 2 jliM na 
presenga do composto organometalico, a = 0.19 ± 0.02 (Fig. 1B), enquanto o 
valor de k ca t na presenga de [Pd (C 2 ,N-(R+ dmpa)(dppf)]N 3 tambem diminuiu 
5.6 vezes, p = 0.18 ± 0.02. O composto ciclopaladado diminuiu a constante de 
formapao do produto para 36 (p = 0.18 ± 0.02) na mesma proporgao que 
aumentou a afinidade da Catepsina B pelo substrato Z-Phe-Arg-MCA*(ct = 0.19 
± 0.02), i.e., a = p. Apesar da Catepsina B ter sido fortemente inibida pelo 
complexo organometalico (81 % de inibipao), sua eficiencia para esse substrato 
na presenga do complexo organometalico nao se alterou, p/a = 1.1 ± 0.1. A 
taxa de hidrolise dos substratos de segunda ordem foi a mesma, k ca t/Ks = 4.5 
10 5 M" 1 .s" 1 , na presenga ou ausencia de [Pd (C 2 ,N-(R+ dmpa)(dppf)]N 3 . 

Catepsina B e outras cistemo-proteases pertencentes a 



superfami'lia da papai'na, contem estrutura de dobras altamente conservada 
(Turk, V.; Bode, W. Lysosomal cysteine proteinases and their inhibitors 
cystatins. Innovations in proteases and their Inhibitors.AvWes FX (Ed.), Walter 
de Gruyter & Co., Berlin, 1993). Estas enzimas se ligam a substratos peptidicos 
e usam o par de ions tiolato-imidazolio para atuar em sua atividade proteolftica. 
Esta associacao do resfduo de cistefna com a histidina confere ao sftio ativo da 
cistefna alta nucleofilicidade (Michaud, S.; Gour, B.J. Cathepsin B inhibitors as 
potential anti-metastatic agents.Exp. Op//?. Pafenfs., 1998, 5, 645-672). Quebra 
de ligacoes amida do substrata envolve a formacao de uma acil-enzima 
intermediaria. Depois da formacao do complexo nao-covalente de Michaelis, o 
sftio ativo tiolato ataca a ligacao do peptfdeo para formar urn oxianion que e 
estabilizado no assim chamado "canal do oxianion" por urn residuo de 
glutamina. O colapso do intermediary tetraedrico resulta na acil-enzima e libera 
produto. Logo apos, a hidrolise da acil-enzima regenera o par ionico catalftico 
e libera o novo produto, ou seja^cido carboxflico. O exemplo 5 ilustra ensaios 
de inibicao enzimatica por meio dos compostos segundo a presente inven?ao. 

Os resultados corroBoram a assertiva referente a agao dos 
compostos da presente invengao principalmente no complexo Enzima- 
Substrato de modo reversfvel. ' 

INTERACAO DOS COMPOSTOS COM DNA 

flNTERCALACAO) .' v 

Estudos por tecnica "de- Dicrofsmo Circular (Figura 2) mostram , 
mudancas estruturais provocadas pelosxiclopaladados em moleculas de DNA, 
dependentes de tempo e concentracao das drogas. Isto indica que os mesmos 
estao envolvidos em processos de apoptose e controle do ciclo celular. 

Efeitos Antitumorais 

Os compostos da presente inven?ao foram testados em modelos 
in vivo, utilizando-se ratos como cobaias e o carcinoma mamario de Walker- 




256 "Tumor de Walker", como modelo de tumor solido, invasivo e metastatico, 
sobre o qual os compostos mostraram-se muito ativos. O Exemplo 6 e as 
Figuras 3, 4. e 5 ilustram os experimentos e os resultados obtidos. 

Observou-se que os compostos, . alem de inibirem o 
desenvolvimento tumoral, em 90% dos casos conseguem reverter o 
crescimento tumoral. Para o tumor de Walker mencionado, o composto 
apresentou no modelo in vivo uma citotoxicidade seletiva para celulas tumorals, 
nao havendo sinais cronicos de inflamagao quando a droga foi aplicada em 
tecidos normais. Outra acao importante foi o efeito inibitorio sobre a 
proliferacao de celulas endbteliais em cultura, evidenciando importante acao 
antiangiogenica. Os compostos apresentaram tambem no modelo in vivo uma 
grande acao inibit6ria sobre a Catepsina-B e sobre a Catepsina D, mostrando- 
se urn efetivo agente antimetastatico, prevenindo a metastase do tumor no 
musculo esqueletico. 

Destaca-se o fato de nao ser observado nenhum efeito colateral 
em nenhuma das cobaias, por qualquer tratamento, revelando uma alta 
especificidade da droga. As figuras 3, 4 e 5 a seguir ilustram alguns resultados 
obtidos. 

Efeitos sobre o sistema Imunologico 
Tumor Aschrico de Ehrlich (TAE) 

Com o intuito de*observar uma possivel protecao dos animais 
tratados combos compostos segundo a presente invencao foi realizada uma 
curva'de sobrevida considerando animais portadores do tumor ascftico de 
Ehrlich tratados ou nao. 

Utilizou-se a Curva de Sobrevida de Kaplan-Meier para analise da 
probabilidade de sobrevivencia. A comparagao entre os dois grupos 
(portadores de tumor x portadores de tumor/tratados) foi realizada pelo metodo 
de Log-Rank - procedimentos nao parametricos (Cox-Mantel). A analise de 



variancia ANOVA foi utilizada quando da analise dos varios grupos. No caso de 
diferenca significativa, o teste de Tukey foi aplicado. Nos casos onde o numero 
de amostra entre dois grupos foi pequeno o teste nao parametrico de Wilcoxon 
foi utilizado. 

Os testes ilustrados pelo Exemplo 7 e Figura 6, mostram que o 
tratamento dos animais com compostos segundo a presente invencao resultou 
no aumento da sobrevida de animais portadores do tumor ascftico de Ehrlich, 
indicando que estas drogas interferem na progressao tumoral. 

TOXICIDADE 

CULTURA CLONAL DE PRECURSORES HEMATOPOIETICOS A PARTIR DA MEDULA OSSEA 

DE CAMUNDONGOS (CFU-C) 

Quando foi avaliado o numero de precursores hematopoieticos 
para granulocitos e macr6fagos (CFU-GM) da medula ossea de animais 
tratados por 4 dias consecutivos com o composto ciclopaladado contendo o 
ligante 1,r-bis-difenilfosfina-ferroceno, em estruturas 1:2, conforme esquema C 
(estruturas genericas), procedimento este, ilustrado pelo Exemplo 8, verificou- 
se a ausencia de mielotoxicidade na dose de 1 mg/kg, uma vez que nao houve 
diferenca significativa no numero de precursores hematopoieticos para 
granulocitos/macrofagos (CFU-GM) em animais tratados quando comparado ao 
grupo controle, evidenciando a ausencia de toxicidade medular nesta dose. 
Resultados similares foram observados com esta mesma dose nos estudos in 
vitro (irtcubacao das celulas de animais normais com o, compostos em 
questao). Por outro lado, doses superiores a 5 mg/L causaram uma diminuicao 
no numero de CFU-GM dose-dependente, indicando que os efeitos deste 
composto sob re a medula ossea sao dose-dependentes. 

FORMACAO DO ESTROMA MEDULAR NO SISTEMA DE CULTURA LlQUIDA DE LONGA 

DURACAO 

Ao se avaliar os efeitos do composto ciclopaladado contendo o 




ligante 1,1-bis-difenilfosfina-ferroceno em estruturas 1:2, conforme esquema C 
(estruturas genericas) no sistema de cultura liquida de longa duragao, 
conforme procedimento ilustrado pelo exemplo 9, o qual permite avaliar os 
efeitos deste composto sobre a formacao do estroma medular, foi verificado 
que a exposicao prolongada destas celulas a este composto diminui tanto o 
numero de celulas nao aderentes do sobrenadante das culturas Hquidas 
(Figura 7), assim como o numero de col6nias de celulas obtido a partir do 
sobrenadante destas culturas (Figura 8). Por outro lado, houve urn aumento 
significativo no numero de celulas aderentes do estroma medular na presenca 
do ciclopaladado quando comparado ao controle (Figura 9). Este padrao de 
resposta tern sido observado com drogas inibidoras da enzima conversora da 
angiotensina (ECA), como o captopril, que atua impedindo que as celulas 
pluripotentes (stem cell) da medula ossea entrem para o ciclo celular. Desta 
forma, a interrupcao temporaria do ciclo celular pode estar associada a uma 
maior protecao as celulas da medula ossea dos efeitos mielotoxicos da 
quimioterapia. 

Mediante o fato do composto ciclopaladado contendo o ligante 
1,1-bis-difenilfosfina-ferroceno em estruturas 1:2, conforme esquema C 
(estruturas genericas) ser urn inibidor da ECA, e diante dos resultados 
referentes a formacao do estroma medular no sistema de cultura Ifquida de 
longa^ duracao, como o aumento de celulas aderentes associado a uma 
diminuicao de* colonias de celulas progenitoras CFU-GM, indicando a 
capacidade desta droga, mesmo em baixas concentracoes. (1 mg/kg), de 
impedir que celulas jovens da medula ossea entrem para o ciclo celular. 

Estes resultados tambem mostram que os compostos de acordo 
com a presente invencao sao imunomoduladores, pois a diminui?ao reversivel 
da proliferacao de celulas da medula ossea (granulocitos e macrofagos) esta 
associada a uma menor atividade fagocltica e diminuicao na libera?ao de 



interleucina-1 pelos macrofagos com conseqUente diminuigao na estimulagao 
de linf6citos, os quais estao envolvidos na progressao das doengas auto- 
imunes. Portanto, os compostos da presente invengao tambem podem ser uteis 
como imunossupressores. 

Outro aspecto verificado nos resultados foi a presenga de muitas 
colonias no estroma medular com caracteristicas eritrdides, indicando uma 
atividade estimulatoria destes compostos sobre a serie eritroide, que seria 
devida a presenga do ferro, o qual pode interfere no metabolismo celular. 

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA 

A concentragao dos compostos ciclopaladados de acordo com a 
presente invengao utilizada neste estudo esta sendo determinada a partir da 
realizagao do teste de dose fixa, onde a substancia a ser testada e 
administrada aos camundongos numa dose especffica, a qual e selecionada a 
partir de doses previamente fixadas, de acordo com classificagoes de 
instituigoes regulamentadoras, onde a concentragao maxima a ser testada nao 
deve ultrapassar 2000 mg/Kg. A vantagem da utilizacao do teste de dose fixa 
em relacao ao teste de DL 5 o, e que no teste de dose fixa, o parametro avaliado 
nao precisa ser necessariamente a morte do animal, minimizando assim o 
sofrimento e numero de animais utilizado em cada experimento (Barros & 
Davino, 1996). 

-Ap6s a administragao da droga, segue-se urn perfodo de 14 dias 
de observacao. A dose na qual observam-se sinais de toxicidade aguda como 
alteracoes de pelo, mucosa e pele, assim como a presenga de diarreia e 
convulsSes, conjuntivite,. agitagao ou lentidao de movimentos e usada para 
graduar ou classificar o material testado. 

Os resultados obtidos de acordo com protocolo ilustrado no 
Exemplo 10 demonstraram ausencia de toxicidade aguda para os compostos 
ciclopaladados formados pelo enantiomero S(-) da dmpa com o ligante dppf em 



35 



proporcoes 1:1 ou 1:2 conforme estruturas A, B e C (estruturas genericas) com 
doses de ate 500 e 200 mg/kg, respectivamente, indicando urn baixo potencial 
toxicologico e conseqOentemente menor incidencia de efeitos colaterais. Tal 
resultado e particularmente interessante uma vez que a toxicidade sistemica 
das drogas disponiveis no mercado muitas vezes leva o indivfduo a obito no 
initio do tratamento quimioterapico. 

ClTOTOXICIDADE IN VITRO EM LINHAGENS LEUCEMICAS HL-60 E K-562 E EXPRESSAO 

DO PROTO-ONCOGENE BCL-2: 

A avaliacao da citotoxicidade atraves do metodo de reducao do 
MTT-tetrazolium [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazolio)] que 
permite a avaliacao . tantb da proliferacao como da citotoxicidade celulares 
atraves de um sistema de oxirreducao mitocondrial foi utilizado. Desta forma, o 
tetrazolium e reduzido atraves das celulas viaveis, formando o sal de 
Formazan, o qual devera ser solubilizado (Mosmman, 1983) para leitura da 
absorbancia atraves de ELI^SA a 560 nm. 

Atraves dos Yesultados obtidos por experimentos i conforme 



ilustrado no Exemplo 1 1 , verificou-se uma atividade citotoxica dos compostos 
ciclopaladados em ambas linhagens estudadas, sendo que os resultados 
obtidos com os dois compostos foram similares (Figuras 10 e 11). Resultados 
mostram que estas drogas sao antileucemicas, uma vez que estas linhagens 
representam celulas com grande capacidade -de resistencia aos 
quimioterapicos existentes atualmente no,- mercado. „ Alem disso, um dos 
compostos avaliados, o ciclopaladado formado pelo enantiomero S(-) da dmpa 
e o ligante dppf em proporgoes 1:2, conforme a estrutura A (estruturas 
genericas), foi capaz de diminuir a expressao da proteina oncogene bcl-2 em 
celulas leucemicas HL60 com doses de 12,5 ug/ml, indicando que esta droga 
induz as celulas leucemicas ao processo de apoptose, uma vez que a elevada 
expressao de bcl-2 interfere no processo de resposta a quimioterapia atraves 
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de interferencias no processo de morte celular programada ou apoptose. Ao se 
avaliar o aspecto morfologico das celulas tratadas com compostos contendo 
azida, foi verificado urn grande numero de celulas com caracteristicas de 
necrose (membrana rompida e presenca de fragmentos celulares na laminas), 
indicando que compostos com azida interferem no metabolismo oxidativo, o 
que e condizente com os resultados obtidos no estudo da toxicidade aguda. 
Por outro lado, o aspecto morfologico das celulas leucemicas HL60 tratadas 
com compostos ciclopaladados, e o de celulas em processo de morte celular 
programada ou apoptose, conforme ilustrado na Figura 12. 

Testes Biol6gicos realizados com o Melanoma 

Foram realizados ensaios biologicos in vitro para a verificacao do 
efeito citot6xico dos ciclopaladados sobre celulas de melanoma murino 
B16F10-Nex2, que foram incubadas por 24 horas com a droga. Tambem foram 
realizados ensaios in vivo em camundongos femeas C57BI/6., onde foram 
implantadas 10 5 celulas tumorals subcutaneamente. Ap6s a implantacao 
tumoral, iniciou se o tratamento, aplicando-se 3 vezes por semana, uma 
concentracao de 10p.M dos ciclopaladados por via intraperitoneal. 

Os resultados sao apresentados no Exemplo 12 e Figuras 13, 14, 

15 e 16. 

Testes Realizados em Cultura de Celulas 

' Tumor da Tireoide » 
- Foram realizados ensaios em culturas de celulas de tumores * 
tireoideanos das linhagens WRO, NPA e ARO. Os compostos moleculares do 
tipo [Pd(C 2 ,N- (S ( .)dmpa)(L)X] apresentaram doses inibitorias (IC 50 ) de 0,48 ^ig 
para a linhagem WRO, 0,59 ug para a linhagem NPA e 0,60 ^ig para a 
linhagem ARO. Os compostos [Pd 2 (C 2 ,N- (S ( .)dmpa) 2 (n -L)X 2 ] apresentaram 
doses inibitorias (IC 50 ) da mesma ordem. Para os ciclopaladados analogos 
formados pelo enantidmero R(+) da dmpa foram obtidas as seguintes doses 
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inibitorias (IC 50 ) 5,56 \ig para a linhagem WRO, 6,04 ng para a linhagem NPA e 
7,57 ug para a linhagem ARO. Novamente foi observado que para os 
compostos do tipo [Pd 2 (C 2 ,N- (R (+) dmpa) 2 (fx -L)X 2 ] essas doses inibitorias nao 
se alteraram significativamente. Pelos resultados apresentados evidenciou-se 
que para o enanti6mero R(+) as doses inibitorias IC 50 sao cerca de 10 vezes 
superiores, quando comparadas aquelas observadas para o enantiomero S(-). 
Este fato demonstra uma dependencia enantioseletiva do processo de 
citoxicidade provocado pelos compostos, mostrando uma maior eficiencia dos 
compostos que possuem em sua estrutura o isomero S(-) da dmpa. 

Os resultados apresentados indicam que tais compostos podem 
ser utilizados com sucesso na terapia do cancer tireoideano. Esses tumores 
sao dos que mais expressam a catepsina-D e tambem contra os quais ate o 
momento nao se tern urn quimioterapico especffico e eficiente. A eficacia dos 
complexos de paladio da presente invencao a tal enfermidade toma ainda mais 
vulto quando considerado'^que esses complexos tambem modulam o sistema 
imunologico, conforme ficqu comprovado. Isto significa que, alem de serem 
uma esperanca no tratamento destes tumores, os compostos ciclopaladados 
aqui apresentados poderao servir de coadjuvantes importantes em tratamentos 
de radioterapia, impedindo muitos dos indesejaveis efeitos colaterais, como por 
exemplo a leucemia, a queda de cabelos e a destruipao de celulas do sistema 
nervoso central. ; v 

Os . compostos.. ciclopaladados de acordo*, com a presente 
invencao.v particularmente compostos ciclopaladados dos enantiomeros R(+) e 
S(-) da N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) e ligante 1,1'-bis-difenilfosfina- 
ferroceno (dppf), apresentam potencial antitumoral bastante significativo, 
particularmente em linhagens leucemicas e algumas linhagens de melanoma, 
podendo levar as celulas ao processo de apoptose celular. 

Os compostos da invenpao apresentam um baixo potencial 




toxicologico e conseqOentemente menor incidencia de efeitos colaterais e, ao 
contrario da maioria dos quimioterapicos, os quais sao mielotoxicos, foi 
verificada com os compostos da presente invencao ausencia de sinais de 
mielotoxicidade. Os resultados mostram os efeitos destas drogas sobre a 
hematopoiese e que este e dose-dependente, sendo que em doses baixas os 
ciclopaladados sao menos toxicos para as celulas normais em relacao aos 
quimioterapicos convencionais. 

Ao se avaliar os efeitos desta mesma droga no sistema de cultura 
liquida de longa duracao foi verificado padrao de resposta que tern sido 
observado com drogas inibidoras da enzima conversora da angiotensina 
(ECA), que resultam na interrupcao temporaria do ciclo celular que esta 
associada a uma maior protecao as celulas da medula 6ssea, dos efeitos 
mielot6xicos da quimioterapia convencional. 

Estes resultados tambem demonstram a atividade dos compostos 
da presente invencao como imunomoduladores e imunossupressores. 

Nestes mesmos ensaios, verificamos que muitas colonias do 
estroma medular apresentavam caracteristicas da serie eritroide, indicando 
uma possfvel atividade estimuladora sobre a serie eritroide. 

DOSAGEM E FORMULACAO 

Para os fins da presente inven?ao o paciente pode ser animal ou 
htimano, particularmente humano. 

' Os compostos ciclopaladados de acordo com a presente invengao 
e composicoes compreendendo pelo menos um composto segundo a presente 
invencao podem ser administrados oralmente, por meio injetavel, 
particularmente por aplicacao intraperitoneal, atraves da utilizacao de qualquer 
forma de dosagem farmaceuticamente aceitavel conhecida na tecnica para 
essas administragoes. Em realizacao particular, os compostos e composicoes 
compreendendo os compostos da presente inven?ao nao sao alterados pelo 




trato digestivo sendo fornecidos na forma injetavel. 

O ingrediente ativo pode ser fornecido em formas de dosagem 
solidas, tais como pos secos, granulos, pastilhas ou capsuias, ou em formas de 
dosagem Ifquidas, tais como xaropes ou suspensoes aquosas. A administrapao 
dos compostos segundo a presente invengao pode se dar por exemplo, mas 
nao limitado a, por meio oral, subcutaneo, intravenoso, intranasal, transdermal, 
intraperitoneal, localizado, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, retal, 
intraocular ou sublingual. Em alguns casos os compostos podem ser aplicados 
de forma topica como por spray ou solupao. 

O ingrediente ativo pode ser administrado isoladamente, mas e 
geralmente administrado com urn veiculo farmaceutico. Urn objeto da presente 
invenpao compreende as composipoes farmaceuticas das quais faz parte pelo 
menos um composto ciclopaladado de acordo com o conteudo aqui revelado. 
Um exame valioso com relapao as formas de dosagem farmaceuticas e 
apresentado em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing. 

Os compostos de acordo com a presente invengao e composigoes 
a base dos mesmos podem ser administrados em formas de dosagem oral, tais 
como pastilhas, capsuias (cada uma das quais incluindo formulagoes de 
liberagao programada ou prolongada), pilulas, pos, granulos, elixires, 
essencias, suspensoes, xaropes e emulsoes. Da mesma forma, podem 
tambem ■ ser administrados de forma intravenosa (mistura ou infusao), 
intraperitoneal, subcutanea ou intramuscular, todas utilizando formas de 
dosagem bem cohhecidas dos tecnicos em assuntos farmaceuticos.- Uma 
quantidade eficaz, que produz o efeito desejado, mas nao toxica do composto 
pode ser empregada para evitar ou tratar tumores, principalmente no combate 
a tumores malignos, doenpas associadas a degradagao de tecidos, doenpas 
desencadeadas por processos inflamatorios e/ou por origem viral, bacteriana 
ou por parasitas, doengas auto-imunes, diabetes, amnesia, disturbios nervosos 
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e alimentares, estresse, alcoolismo e hipertensao entre outras. 

Os regimes de dosagem para os compostos de acordo com a 
presente invencao naturalmente variarao, dependendo de fatores conhecidos, 
tais como as caracteristicas farmacodinamicas do agente especffico e seu 
modo e via de administracao; especie, idade, sexo, saude, condicoes medicas 
e peso do paciente; natureza e extensao dos sintomas; tipo de tratamento 
concorrente; frequencia de tratamento; via de administracao; quadra geral do 
paciente e efeito desejado. Urn medico ou veterinario com conhecimentos 
comuns pode facilmente determinar e receitar a quantidade eficaz da droga 
necessaria para prevenir, combater ou suspender o progresso da condicao. 

Os compostos de acordo com a presente invencao podem ser 
administrados, com, vantagens, em uma unica dose diaria, ou a dosagem total 
diaria pode ser admlnistrada em doses divididas em duas, tres, quatro vezes ou 
mais por dia. Para\ determinados tratamentos e apropriado, no entanto, 
aplicacao em dias alternados, de forma ciclica ou nao. 

Os compWos de acordo com a presente invencao podem ser 
administrados de formjpi intranasal atraves da utilizacao t6pica de veiculos 
intranasais apropriados 1 ! ou atraves de vias transdermicas, utilizando as formas 
de emplastros de pele transdermicos bem conhecidos dos tecnicos no assunto. 
Para ser administrada pa forma de sistema de fomecimento transdermico, a 
administracao da dosacem sera, naturalmente, contfnua e nao intermite.nte ao 
longo do regime de dosagem.- , . 

Para administracao oral na forma de pastilha ou capsula-,- por 
exemplo, o componente de droga ativa pode ser combinado com urn vefculo 
inerte oral, e farmaceuticamente aceitavel, tal como lactose, amido, sacarose, 
glicose, metil celulose, estearato de magnesio, fosfato dicalcico, sulfato de 
calcio, manitol, sorbitol e similares; para administracao oral em formas liquidas, 
os componentes de drogas orais podem ser combinados com qualquer vefculo 



inerte oral, e farmaceuticamente aceitavel, tal como etanol, glicerol, agua e 
similares. Alem disso, quando desejado ou necessario, aglutinantes, 
lubrificantes, agentes desintegrantes e agentes corantes apropriados tambem 
podem ser incorporados a mistura. Os aglutinantes apropriados incluem amido, 
gelatina, acucares naturais tais como glicose ou p-lactose, adocantes de milho, 
gomas naturais e sinteticas tais como acacia, tragacanto ou alginato de sodio, 
carboximetilcelulose, polietileno glicol, ceras e similares. Os lubrificantes 
utilizados nessas formas de dosagem incluem oleato de sodio, estearato de 
s6dio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloreto de 
s6dio e similares. Os desintegrantes incluem, sem limitacao, amido, metil 
celulose, agar, bentonita, goma xantana e similares. 

Os compostos de acordo com a presente invencao podem 
tambem ser administrados na forma de sistemas de fornecimento de 
lipossomas, tais como pequenas bolhas unilamelares, grandes bolhas 
unilamelares e bolhas multilamelares. As lipossomas podem ser formados a 
partir de uma serie de fosfolipidios, tais como colesterol, estearilamina ou 
fosfatidilcolinas. 

Os compostos de acordo com a presente invencao podem 
tambem ser acoplados a polimeros soluveis como possiveis veiculos de 
drogas. Esses polimeros podem incluir polivinilpirrolidona, copolfmero de 
pirano, poliidroxipropilmetaerilamidofenol, poliidroxietilaspartamidofenol ou 
polietileno-oxido-polilisina substitufda com resfduos de palmitoila. Alem disso, 
os compostos de acordo com a presente invencao podem ser acoplados a uma « 
classe de polimeros biodegradaveis uteis para atingir a libera?ao controlada de 
uma droga, tais como acido polilactico, acido poliglicolico, copolfmeros de acido 
polilactico e acido poliglicolico, poliepsilon caprolactona, acido poliidroxi 
butirico, poliortoesteres, poliacetais, polidiidropiranos, policianoacilatos e 
copolfmeros de bloco reticulados ou anfipaticos de hidrogeis. 




As capsulas de gelatina podem conter o ingrediente ativo e 
velculos em po, tais como lactose, amido, derivados de celulose, estearato de 
magnesio, acido estearico e similares. Diluentes similares podem ser utilizados 
para a fabricacao de pastilhas comprimidas. Tanto pastilhas como capsulas 
podem ser fabricadas na forma de produtos de liberacao prolongada, para 
proporcionar a liberacao contmua de medicacao ao longo de varias horas. As 
pastilhas comprimidas podem ser revestidas com apucar ou revestidas com 
filme para mascarar qualquer sabor desagradavel e proteger a pastilha da 
atmosfera, ou revestidas de forma enterica para desintegracao seletiva no trato 
gastrointestinal. 

Formas de dosagem llquidas para administrapao oral podem 
conter corantes e aromatizantes para aumentar a aceitacao do paciente. De 
forma geral, agua, urn oleo apropriado, solucao salina, dextrose aquosa 
(glicose), solucoes de apucar relacionadas e glicois, tais como propileno glicol 
ou polietileno glic6is, tampao fosfato sao veiculos apropriados em formas de 
dosagem liquidas solupoes parenterals ou para aplicacao intraperitoneal alem 
de DMSO ou qualquer solvente coordenante, grupo que inclui a agua. 

As soluc6es para administracao parenteral contem 
particularmente urn sal hidrossoluvel do ingrediente ativo e DMSO, ou outro 
solvente coordenante, agentes estabilizantes apropriados e substantias 
tampao se necessario. Agentes antioxidantes, tais como bissulfito de<'S6dio, 
" sulfito de s6dio ou acido ascorbico, sejam eles isolados ou combinados, sao 
agentes estabilizantes apropriados. Tambem sao utilizados acido cftrico e seus 
sais e EDTA de sodio. Alem disso, as solugoes parenterals podem conter 
conservantes, tais como cloreto de benzalconio, metil propil paraben e 
clorobutanol. 

Composipoes para aplicacao intraperitoneal compreendem 
particularmente agua, solucao salina e/ou tampao fosfato pH 7,4 e de 0,1 a 



30% de DMSO, mais particularmente de 1 a 10% em peso da composigao e 
agentes estabilizantes ou conservantes se necessario. j 

Veiculos farmaceuticos apropriados sao descrrtosj em 
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, texto de 
referenda padrao neste campo, cujo conteudo e aqui incorporado. J 

Pode-se esperar dosagem diaria de ingrediente ativo de cerca de 
0,0001 a cerca de 500 miligramas por quilograma de peso do corpo, sendo a 
dose particular de cerca de 0,0001 a 100 mg/kg e mais particularmente de 

t 

0,0001 a cerca de 30 mg/kg. A dosagem diaria ainda podera ser calculada em 
relacao a sua concentracao final no volume de sangue do paciente sendo 

i 

fornecida visando se obter 0,01 a 200uM, particularmente 0,1 a 50um| mais 
particularmente de 10 a 25p.M. j 

Formas de dosagem de composicoes apropriadas j para 
administracao contem cerca de 0,0001 a 250 mg, mais particularmente de 
cerca de 0,1 a 100 mg de ingrediente ativo por unidade. Nessas composicoes 
farmaceuticas, o ingrediente ativo estara normalmente presente em quaniidade 
de cerca de 0,001 a 99% em peso, particularmente de cerca de 0,1 a io% e 

mais particularmente de cerca de 0,1 a 40% em peso, com base no peso total 

i 

da composigao a qual pode ainda compreender no minimo urn veiculo 
farmaceuticamente aceitavel. O ingrediente ativo pode ser administrado 
oralmente em formas de dosagem solidas, tais como capsulas, tabletes e pos, 
ou em formas de dosagem llquidas, tais como elixires, xaropes, solucoes e 
suspensoes. Pode tambem ser administrado parenteralmente, ou aplicado 
intraperitonealmente em formas de dosagem Hquidas estereis. 

A forma de dosagem farmaceutica preferida de acordo com a 
presente invencao corresponde a composicoes liquidas para administracao 
injetavel, particularmente intraperitoneal. Pode-se preparar uma formulacao 
parenteral apropriada para administracao atraves de injecao, por exemplo, por 
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meio de agitato de 1,5% em peso de ingrediente ativo em 10% em volume de 
DMSO e tampao fosfato pH 7,4. A solucao e esterilizada atraves de tecnicas 
utilizadas normalmente. 

Formas de dosagem dos produtos de combinacao de acordo com 
a presente invencao, em que urn dos ingredientes ativos possui revestimento 
enterico, podem apresentar-se na forma de tabletes, de tal forma que o 
componente com revestimento enterico e o outro ingrediente ativo sao 
misturados juntos e, em seguida, comprimidos em urn tablete ou similar, de 
forma que o componente com revestimento enterico seja comprimido em uma 
camada de tablete e o outro ingrediente ativo seja comprimido em uma camada 
adicional. Opcionalmente, a fim de separar adicionalmente as duas camadas, 
podem estar presentes uma ou mais camadas de placebo, de tal forma que a 
camada de placebo fique entre as camadas de ingredientes ativos. Alem disso, 
as formas de dosagem de acordo com a presente invencao podem apresentar- 
se na forma de capsulas, em que urn dos ingredientes ativos e comprimido em 
urn tablete ou na forma de uma serie de microtabletes, particulas, granulos ou 
nao-esfericos, que recebem entao revestimento enterico. Esses microtabletes, 
particulas, granulos ou nao-esfericos com revestimento enterico sao entao 
colocados em uma capsula ou comprimidos em uma capsula juntamente com 
uma granulacao do outro ingrediente ativo. 

Estas e outras formas- de minimizacao do contato entre os • 
componentes de produtos.de combinacao de acordo com a presente invencao, 
seja administrados em forma de dosagem unica ou administrados em formas 
separadas mas ao mesmo tempo ou simultaneamente da mesma maneira, 
serao facilmente aparentes para os tecnicos no assunto, com base no presente 
relatorio descritivo. 

Definicoes 

Por "Sistema Hematopoietico" entende-se urn sistema relacionado 



com a formacao de celulas sangufneas. 

Por "Sistema Imunologico" entende-se um sistema de celulas de 
defesa do organismo formado por globulos brancos, responsaveis direta e/ou 
indiretamente pela defesa do organismo contra corpos estranhos de origem 
qulmica ou biologica, atraves da producao de anticorpos. 

Por "Inibidor de Protefna" entende-se um agente capaz de impedir 
uma proteina de exercer suas fungoes biol6gicas, geralmente por danos 
causados em sua estrutura secundaria e terciaria e/ou em seu sitio ativo. 

Por "Inibidor Seletivo" entende-se um inibidor capaz de inibir, em 
um grande; universo de moleculas (protefnas por exemplo), apenas uma 
molecula especffica e/ou famflia que possuam sftios ativos semelhantes. 

/ Por "Ciclo de Celulas Jovens" entende-se os acontecimentos 
bioquimicos e estruturais cfclicos que ocorrem durante o crescimento rapido de 



celulas fais como em cultura de tecidos. O ciclo e dividido em perfodos 
denomiraados G 0 , Hiatd (C3i), smtese (S), Hiato 2 (G 2 ) e Mitose (M). Quando o 
mesmolse da por exemplo com um mielomonocito, uma celula jovem da serie 
granulocrtica, denomina-se o mesmo por ciclo de celulas jovens. 



Por "Mielosupressao" entende-se a supressao da producao de 
mielocitos, ou seja, celulas jovens da seria granulocltica, que ocorre 
norrnalmente na medula ossea, mas nao no sangue circulante (exceto em 
certis doengas). v 

Por "Mrelotoxicidade" entende-se a a?ao de um agente capazvde 
causar toxicidade em celulas da medula ossea. * 

Por "Doencas Auto-lmune" entende-se todo o tipo de doenga 
causcda quando as celulas de defesa do sistema imunologico do organismo 
nao rsconhecem as proprias celulas normais dos orgaos e/ou tecidos que o 
constixiem. 

Por "Imunosupressor" entende-se todo agente capaz de causar 



46 



imunosupressao, ou seja, prevencao ou interferencia com o desenvolvimento 
da resposta imunol6gica; pode refletir a falta de resposta imunologica 
(tolerancia), pode ser artificialmente induzida por agentes quimicos, biologicos 
ou fisicos, ou pode ser provocada por doenca. 

Por "Imunomodulador" entende-se todo agente capaz de provocar 
a flutuacao funcional e morfologica de celulas do sistema imunologico em 
resposta a alteracao de condicoes ambientais das celulas. 

Por "Ligante Bifosfinico Quelante" entende-se todo ligante 
organico contendo dois atomos de fosforo com pares eletronicos livres, que se 
ligam a um mesmo centra metalico por ligacoes coordenadas dativas. 

Por "Intercalacao com DNA" entende-se a coordenacao de uma 
molecula qulmica entre um par de bases formador da dupla helice da molecula 
de DNA. 

Por "Analogo do Ligante" entende-se todos os ligantes 
isoestruturais, isto e, com estrutura geometrica semelhante. Na presente 
invencao, qualquer elemento do grupo V da tabela periodica dos elementos 
quimicos, ligados nos aneis ciclopentadienil da l.l'-Bis-difenilfosfina-ferroceno, 
em substituipao ao atomo de fdsforo, podendo ser N, As, Sb ou Bi. 

Por "Volume Total de Sangue do Paciente" entende-se o volume 
total do sangue circulante no organismo do paciente. Em se tratando de seres 
humanos este volume varia entre 6 a 8 litros. 

Como compreenderao os -tecnicos no assunto, sao -posslveis 
numerosas modificacoes e variagoes da presente invencao a luz <dos 
ensinamentos acima. Deve-se portanto compreender que, dentro do escopo 
das reivindicacoes anexas, a presente invenfao pode ser praticada de outras 
formas alem das descritas especificamente no presente. 

Sao apresentados a seguir exemplos meramente expositivos de 
realizacoes especfficas da invencao, sem criar quaisquer limitacoes ao seu 



escopo que nao aquelas contidas nas reivindicacoes em anexo. 

EXEMPLO 1 
PREPARACAO DOS COMPLEXOS DE PARTIDA 

[Pd(C 2 ,N-dmpa)n-CI]2 ; dmpa = enantiomeros R(+) e S(-) of N.N-dimetil- 
1-fenetilamina (dmpa) preparado de acordo com Ryabov et al. ("Reactions 
paths in the cyclopalladated NN-dialkylbenzylamine-substituted styrene system 
in acetic acid as solvent. The structure of palladated 2- 
dialkylaminomethylstilbenes M . J. Chem. Soc, Perkin Trans; 1983, 2, 1503-1509) 
e ("Enantioselective cleavage of activated amino acid esters promoted by chiral 
palladacycles". Inorg. Chim. Acta; 1988, 280, 57-61). Analise % 
(calcd.C 20 H 28 N 2 CI 2 Pd 2 ): a) R(+): C, 40.4 (40.6); H, 4.8 (4.7); N, 4.8 (4.4). b) S(-): 
C, 40.4 ( 40.9); ^ 4.8 (4.2); N.4.8 (4.3). 

[Pd(C 2 ,N-dmpa)u.-N 3 ] 2 - Esses compostos foram preparados a partir de 
enantidmeros dfmeros R(+) e S(-) de [Pd(C 2 ,A/-dmpa)u-CI] 2 por meio de reacao 
de troca de ions, ^uma solucao de [Pd^.N- dmpa)|u-CI] 2 (1.740 g, 3.0 mmol) 
em THF (100 mL), fpi adicionada uma solucao de NaN 3 (0.390 g, 6.00 mmol) 
em metanol (20 mL)-. O solido amarelo obtido foi filtrado, lavado com Et 2 0 e 
seco a vacuo. Recristalizacao a partir de tolueno formou produtos 
microcristalinos (95%R(+); 87% S(-). Analise % (calcd.C 20 H 28 N 8 Pd 2 ): a) R(+): C, 
40.6 (40.2); H, 4.7 (4.4); N, 18.9 (18.3).IR: vasN 3 2066 cm" 1 , vsimN 3 1447 cm' 1 
b) S(-): C, 40.6 ( 41.1); H, 4.7 ( 4.5); N, 18.9 (18.4). IR: vasN 3 2058 cm" 
\vsimN 3 1443 cm" 1 . 

EXEMPLO 2 

Compostos ionicos apresentando ligantes bifosfinicos quelantes do tipo 
PdCC 2 , N- dmpa)(L)JX(X-Cl, N 3 , L- ligante bidentado) 
OBS: Esses compostos aparecem em alguns momentos nos textos descritivos 
como: Pd R(+) ou S(-) dmpa dppf 1:2 (com N 3 ou CI). 
(2a) [Pd(C 2 ,N-(R+ dmpa)(dppf)]N 3 



Analise % (calcd): C, 60.9 (62.1); H, 4.8 (5.0), N, 6.1 (6.6) 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,1.55); -N(CH 3 ) 2 (3 H,s, 2.16); Cp(5H,m,3,99) Cp(5H,m,4,25) - 
CH*-CH 3 (2H,q,3.99); H-anel aromatico 35). 31 PCH}-NMR (ppm): 2 sinais: 
23.0, 32.1. AM = 44.5 S.cm 2 . mo r 1 . 

IPd((?,N-(R+dmpa)(dppQ]CP(idem). 
(2b) [Pd(C?,N-(S- dmpa)(dppf)] N 3 . 

Analise % (calcd): C, 61.9 (62.1); H, 5.5 (5.0), N, 5.9 (6.6) 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,1.55); -N(CH 3 ) 2 (3 H,s, 2.16); Cp (5H,m,4.21) Cp(5H,m,4.49) - 
CH -CH 3 (2H,q,3.97); H-anel aromatico (24,m,7.25-7.32. 31 PCH}-NMR (ppm): 
2 sinais: 23.0, 32.1. AM = 51.1 S.cm 2 .mor 1 . 
[Pd(C 2 ,N-(S- dmpa)(dppf)] CI (idem). 

EXEMPLO 3 

COMPOSTOS MOLECULARES APRESENTANDO LIGANTES BIFOSFlNICOS DO TIPO 

[Pd^N- dmpa)(L)XJ (X=Cl, N 3i L= ligantemonodentados) 
OBS: Esses compostos aparecem em alguns momentos nos textos descritivos 
como: Pd R(+) ou S(-) dmpa dppf 1:2 (com N 3 ou CI). 
(3a) [Pd(C*,N-(R+ dmpa)(dpp1)N 3 ] 

Analise % (calcd): C, 61.3 (62.1); H, 4.9 (5.0), N, 6.1 (6.6) 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 *(6H,d,1.55); -N(CH 3 ) 2 (3 H,s, 2.16); Cp(5H,q,3,99) Cp(5H,t,4,25) -CH*- 
CH 3 (2H,q,3.77), H-aneis aromaticos (24,m,7.25-7.32. 31 PCH}~NMR (ppm): 2 
sinais: 31,9; -16,0. AM = 15.5 SW.mor 1 . 

[Pd(C 2 ,N~(R+ dmpa)(dppf)CI] (idem). 
(3b) [Pd&N-fS- dmpaXdppQNrf 

Analise % (calcd): C, 61.9 (62.1); H, 4.5 (5.0), N, 5.9 (6.6). 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,1.55); -N(CH 3 ) 2 (3 H,s, 2.16); Cp (5H,q,3,99) Cp(5H,t,4,25) - 
CH-CH 3 (2H,q,3.77); H-aneis aromaticos (24,m,7.25-7.32. 31 PCH}-NMR 
(ppm): 2 sinais: 31, .9; -16,0. AM = 13.2 S.cm 2 .mol' 1 
[Pd(C 2 ,N-(S- dmpa)(dppf)CI] (idem). 



EXEMPLO 4 

COMPOSTOS MOLECULARES APRESENTANDO LIGANTES BIFOSFINICOS DE PONTE DO 
TIPO [PD 2 (C*,N- DMPA) 2 -QXJ (X=CL, N 3 , L= LIGANTE EM PONTE) 

OBS: Esses compostos aparecem em alguns momentos nos textos descritivos 
como: Pd R(+) ou S(-) dmpa dppf 1:1 (com N 3 ou CI). 
(4a) [Pdtf&.N-S- dmpa) 2 (ix-dppf}CI 2 ] 

Analise % (calcd): C, 56.7 (57.1); H, 5.2 (5.0), N, 2.4 (2.5) 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH3* (6H,d,2.60); CH-CH 3 * (6H,d,2.90); -N(CH 3 ) 2 (6H, s-br.1.61); -N(CH 3 ) 2 
(6H,s-br,1.63) ; P(CH 2 ) 2 -P (4H,m 1 2.57-2.85); Cp(2H,sr-br,4.23) 1 Cp(2H„sr- 
br,4.57), Cp(3H,m,4.96), Cp(3H,m,5.00, -CH*-CH 3 (2H,q,4.10); H-aneis 
aromaticos (24,m,6.25-7.57. 1 PCH}-NMR (ppm): 1 sinal: 32.7. AM = 9.3 
S.cm 2 .mol" 1 . 

[Pd 2 ((^,N- S- dmpahfo -dppf)(N 3 )2] (idem). 
(4b) [Pd 2 (C 2 ,N-R+ dmpahfo -dppQCIz] 

Analise % (calcd): C, 54.3 (57.1); H, 4.9 (5.0), N, 2.3 (2.5). 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,2.60); CH-CH 3 * (6H,d,2.90); -N(CH 3 ) 2 (6H, s-br,1.61); -N(CH 3 ) 2 
(6H,s-br,1.63) ; P(CH 2 ) 2 -P (4H,m,2.57-2.85); Cp(2H,sr-br,4.23), Cp(2H„sr- 
br,4.57), Cp(3H,m,4.96), : Cp(3H,m,5.00, -CH*-CH 3 (2H,q,4.10); H-aneis 
aromaticos (24,m,6.25-7.57. 31 PCH}-NMR (ppm): 1 sinal: 32.7. AM = 2.4 
S.cm 2 .mol" 1 . 

[Pd 2 (C?,N-R+ dmpahfo -dppf)(N 3 )J (idem). > 
(4c) [Pd 2 (C 2 ,N-S- dmpa)2(ii-dppf}(N 3 )2] 

Analise % (calcd)r C, 55.1 (55.9); H, 4.0 (4.5), N, 9.5 (10.0). 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,2.70); CH-CH 3 * (6H,d,3.00); -N(CH 3 ) 2 (6H, s-br,1.61); -N(CH 3 ) 2 
(6H,s-br,1.65) ; P(CH 2 ) 2 -P (4H,m,2.60-2.90); Cp(2H,sr-br,4.20), Cp(2H„sr- 
br.4.61), Cp(3H,m,4.93), Cp(3H,m,5.10, -CH*-CH 3 (2H,q,4.20); H-aneis 
aromaticos (24,m,6.05-7.77 31 P{H}-NMR (ppm): 1 sinal: 32.7. AM = 7.5 
S.cm 2 .mor 1 . 



[Pd 2 (C?,N~ S- dmpa) 2 (\i -dppQCIJ (idem). 
(4d) [Pdz&N-R* dmpa) 2 fo -dpp1)(Na)J 

Analise % (calcd): C, 54.8 (55.9); H, 4.1 (4.5), N, 9.7 (10.0). 1 H-NMR (ppm):- 
CH-CH 3 * (6H,d,2.70); CH-CH 3 * (6H,d,3.00); -N(CH 3 ) 2 (6H, s-br,1.61); -N(CH 3 ) 2 
(6H,s-br,1.65) ; P(CH 2 ) 2 -P (4H,m,2.60-2.90); Cp(2H,sr-br,4.20) I Cp(2H„sr- 
br,4.61), Cp(3H,m,4.93), Cp(3H,m,5.10 l -CH*-CH 3 (2H,q,4.20); H-aneis 
aromaticos (24,m,6.05-7.77 3i PCH}-NMR (ppm): 1 sinal: 32.7. AM = 4.4 
S.cm 2 .mol" 1 . 

[Pd 2 (C?,N-R+ dmpa) 2 (n -dppQCIzJ (idem). 

EXEMPLO 5 

Ensaios de InibiqAo Enzimatica com a familia de enzimas serino-peptidases, 

metalo-proteinases 
Estao relacionados a seguir ensaios reaiizados com os complexos 
de estruturas A, B e C. Esses complexos de paladio sao constitufdos do anel 
ciclometalado formado pelos isomeros R(+) e S(-) da N,N-dimetil-1-fenetilamina 
(dmpa) e pelo ligante 1,1-Bis-difenilfosfina-ferroceno (dppf). As constantes de 
inibigao enzimatica foram obtidas por metodos classicos utilizando-se a tecnica 
de espectrofluorimetria e calculos indiretos. Nos ensaios foram utilizados 
volumes de 1 ml de solucao das enzimas, contendo uma massa total 
conhecida, que variou de 2 a 5 ng, dependendo do ensaio. Foram 
determinados os seguintes valores de Constantes de Inibicao Enzimatica, 
listados a seguir: < _ 

Serino-peptidase: 

Prolil Oligopeptidase (POP), e duas variantes (urn mutante da 
Cys255The da quarta pa do beta-propeller e o mutante funcional Tyr473Phe). 
Para POPs o tampao usado foi Tris/HCI 20 mM, pH 7,5. O substrato padrao foi 
o Abz-GFSPFRQ-EDDnp (Km 0,38 uM). 

(5a)- Complexos com o isomero R(+) da dmpa (em estruturas 1:1) 
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:1/K ia pp= 0,0977 // K lapp = 10,24 ng // Ki = 4,51 ng, para o mutante Cys255The. 
:1/K iapp = 0,1234 // K ia pp= 8,10 ng // Ki = 3,57 ng, para o mutante Tyr473Phe.. 
(5b)-Complexos com o isomero R(+) da dmpa (em estruturas 2:1) 
:1/K iapp = 8,7242 // K iap p = 0,1146 ng // Ki = 34,01 pg, para o mutante 
5 Cys255The. . 

:1/K lapp = 14,1677 // K iapp = 0,0706 ng // Ki = 20,94 pg, para o mutante 
Tyr473Phe. 

^ (5c)- Complexos com o isomero S(-) da dmpa (em estruturas 1:1) 

:1/K iapp = 6,9164 // K iapp = 0,1496 ng // Ki = 42,90 pg, para o mutante 
10 Cys255The. 

•1/K iapp = 9,8914 // Ki app = 0,1011 ng // Ki = 30 pg, para o mutante Tyr473Phe! 

(5d)-Complexos com o isomero S(-) da dmpa (em estruturas 2:1) 

:1/K lapp = 180,3018 // K iapp = 0,004982 ng // Ki = 1,65 pg, para o mutante 
Cys255The. 

15 :1/K lapp = 4,4990 // K iapp = 0,2223 ng // Ki = 65,96 pg, para o mutante 
Tyr473Phe. 

^ Metalo-protease: 

^ ECA (Enzima conversora de angiotensina)- concentracao usada: 

0,1-1,0 nM. Tampao utilizado foi o tampao fosfato de sodio 0.1M, pH 8.0 + 200 
20 mM NaCI. O Substrata padrao foi o Abz-YRK(Dnp)-P-OH (Km: 7,0 uM). 
(5e)- Complexos com o isomero R(+) da dmpa (em estruturas 1:1) 
:1/K iapp = 18,7138 // K iapp = 0,05344 ng // Ki = 22,27 pg. 
(5f)- Complexos com o isomero R(+) da dmpa (em estruturas 2:1)? 
:1/Ki app = 1,1578 // K iapp = 0,8637 ng // Ki = 0,36 ng,. 
25 (5g)- Complexos com o isomero S(-) da dmpa (em estruturas 1:1) 
:1/K iapp = 2,0989 // K iapp = 0,4764 ng // Ki = 198,51 pg, 
(5h)- Complexos com o isomero S(-) da dmpa (em estruturas 2:1) 
••1/K iapp = 3,3136 // K iapp = 0,3018 ng // Ki = 112,28 pg, 



Endopeptidase: 

CATD (Catepsina D) - concentracao usada: 0,05 - 0,5 nM. 
Tampao utilizado foi o tampao citrato de sodio 0,1 M, pH 4,0. O substrata 
padrao foi o Abz-AIAFFSRQ-EDDnp (Km 0,17 uM). 
(5i)- Complexos com o isorriero S(-) da dmpa (em estruturas 1:1) 
:1/Ki ap p= 3,31367/ K iapp = 0,3018 ng // Ki = 122,98 pg. 
(5j)-Complexos com o isomero S(-) da dmpa (em estruturas 2:1) 
:1/Ki app = 3,5696 // K ia pp= 0,2801 ng // Ki = 104,22 pg. 

EXEMPLO 6 

Teste antitumoral - Tumor de Walker 
Para os teste de acao antitumoral, os compostos foram dilufdos 
tanto em solucao aquosa, quanta soro fisiologico, quanta em solucao de 
tampao fosfato de pH=7,4, todas elas contendo 1% de Dimetilsultaxido 
(DMSO). Foram feitas aplicagoes de quantidades equivalentes dos compostos 
de forma que sua concentracao no volume total de sangue da cobaia (estimado 
em 30 mL), perfizessem uma concentracao da droga de 15 micro-molar no 
organismo vivo, concentracao essa considerada otima por medidas cineticas. 

Foram feitos experimentos com aplicacoes intraperitoneais, 
subcutanea, por aplicacao direta na regiao de implante do tumor e tambem por 
implantacao do tumor, atraves de celulas tumorais, juntamente com os 
compostos de paladio de acordo com a presente invencao. 

Observou-se que em 90% dos casos(total de 60 cobaias), 
consegue-se reverter o crescimento tumoral. InoculafQes de 10 6 celulas 
tumorais de forma subcutanea , desenvolve na cobaia em 12 dias tumores 
solidos com massa de 4,0 (+/-) 1,0 g. Com a aplicacao da droga essa massa e 
reduzida para 0,3 (+/-)0,1g. Alem de inibirem o desenvolvimento tumoral, os 
compostos reverteram tumores previamente instalados em 85% dos casos.. 
Para o tumor de Walker mencionado, o composto apresentou no modelo in-vivo 



uma citotoxicidade seletiva para celulas tumorals, nao havendo sinais crdnicos 
de inflamacao quando- a droga foi aplicada em tecidos normals. Foram 
aplicados nesses. estudos injecoes de 15 micro-molar/rato. x dia/ por 10(dez) 
dias consecutivos. Outra acao importante foi o efeito inibltorio sobre a 
proliferacao de celulas. endoteliais em cultura, evidenciando importante agio 
antiangiogenica. Os compostos apresentaram tambem no modelo in-vivo uma 
grande acao inibitoria sobre a Catepsina-B e sobre a Catepsina D : , mostrando- 
se urn efetivo agente antimetastatico, prevenindo a metastase do tumor no 
musculo esqueletico. 

Destaca-se o fato de nao ser observado nenhum efeito colateral 
em nenhuma das cobaias, por qualquer tratamento, indicando uma alta 
especificidade da droga. As figuras 3, 4 e 5 a seguir ilustram alguns resultados 
obtidos. ^ 

\^ Exemplo 7 

Para o desenvolvimento do tumor ascltico de Ehrlich, os 
camundongos sao inocula\jos por via intraperitoneal com 0,1 ml de uma 
suspensao de celulas tumorals contendo 10 6 celulas, provenientes da cavidade 



peritoneal de camundongos 
peritdnio dos camundongos 



Dortadores. Ap6s a retirada do llquido ascitico do 
portadores do tumor de Ehrlich, o numero e a 
viabilidade das celulas sao deterrninados atraves da utilizacao do corante azul- 
trypan, em camara de Neubauer- v 

Com o intuito o*e observar uma possfvel protecao dps animais 
tratados com os compostos iPd 2 (C?,N-S- dmpahfa -dppQCIJ e [Pd 2 (C?,N-S- 
dmpa) 2 (M-dppf}(N 3 )2j .(conforme esquema C mostrado em' estruturas 
genericas), foi realizada uma curva de sobrevida. Foram considerados tres 
grupos experimentais de 12 animais, a saber: animais apenas portadores do 
tumor ascitico de Ehrlich; portadores do tumor/tratados com 4 doses 
consecutivas dos compostos ciclopaladados (1 mg/kg) por via subcutanea. 



Este experimento foi realizado da seguinte maneira: 

Celulas tumorals de Ehrlich foram removidas da cavidade 
peritoneal de animais portadores, a seguir, foram diluidas (1:100) em solugao 
de azul de trypan para determinacao da viabilidade celular. A concentracao foi 
ajustada em salina para 1 x 10 6 celulas/animal. A seguir, 0,2 ml desta solugao 
(contendo 1 x 10 6 celulas), foram inoculados nos animais em estudo. Setenta e 
duas horas apos a inoculacao tumoral, o tratamento com os ciclopaladados foi 
iniciado e mantido por 4 dias consecutivos. Os animais foram observados 
diariamente para controle da mortalidade. 

Nos testes in vivo, tanto o composto [Pd(C 2 ,N-(S-dmpa)(dppf)CI], 
assim cornp o [Pdzf&.N-S- dmpahfr-dppWNM, na dose de 1 mg/kg 
aumentaram a sobrevida de animais portadores do tumor ascftico de Ehrlich, 
indicando que estas drogas sao capazes de interferir na progressao tumoral 
(figura 6). \ 

\ EXEMPLO 8 

CULTURA CLONAL'pE PRECURSORES HEMATOPOIETICOS A PARTIR DA MEDULA OSSEA 

DE CAMUNDONGOS (CFU-C) 

Par| enumerar estas celulas clogenicas e importante que todas as 
celulas multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que 
as condicoes de cultura sejam ajustadas, para se evitar urn numero exagerado 
{ de colonias em cada placa de Petri com consequente superposifao das 
mesmas, de modo a-permitir a identificagao de cada colonia. Tambem, e 
importante que o fator estimulador de crescimento (CFS) seja utilizado em 
concentrates supra-maximas. Utilizaremos o fator de crescimento 
hematopoietico recombinante para granulocitos e macrdfagos - GM-CSF. Alem 
disso, a escolha do soro bovino fetal deve ser feita cuidadosamente devido a 
varia?ao encontrada para a atividade dos varios lotes e marcas disponiveis no 
mercado. 
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Apos sacrificar camundongos normais ou tratados com o 
composto ciclopaladado formado pelo dmpa e o ligante dppf na proporcao de 
1:2 (conforme esquema A e B - estruturas genericas) por via subcutanea 
durante 4 dias consecutivos, atraves de deslocamento cervical, limpa-se a pele 
com alcool iodado. Apos exposicao do femur remove-se a cartilagem sobre o 
oriflcio na extremidade distal e corta-se o osso na juncao superior. A medula 
ossea e transferida com o auxllio de agulha e seringa para urn tubo contendo 
meio de cultura ou solucao salina balanceada. O numero de celulas na 
suspensao e contado em camara hemacitometrica apos diluicao 1:10 das 
celulas em eosina 10%. Logo apos prepara-se o meio mais agar (Bacto-agar, 
Difco), o qual consiste de 30% de meio IMDM (Sigam) 2 vezes concentrado, 
20% de soro bovino fetal e 50% de agar (0,6%). A seguir, adiciona-se o volume 
apropriado de celulas quando o meio mais agar estiver a 37°C. Ressuspendem- 
se as celulas e distribuem-se volumes de 1 ,0 ml em cada placa de Petri, as 
quais ja contem o estfmulo apropriado. Nos estudos in vitro, foram adicionadas 
concentracoes seriadas do compostos ciclopaladado formado pelo dmpa e o 
ligante dppf na proporcao de 1:2 (conforme esquema A e B - estruturas 
genericas). Distribui-se o conteudo por toda a superffcie da placa de Petri e 
deixa-se gelificar. Incuba-se por 7 dias a 37°C em presenga de 5% de C0 2 no 
ar e a seguir conta-se o numero de colonias em microscopio de disseccao com 
aumento de..40x (Metcalf, 1984). 

EXEMPLO 9 

AVALIACAO DA FORMACAO DO ESTROMA MEDULAR ATRAVES DA TEC NIC A DE 
CULTURA LIQUIDA DE LONGA DURACAO DE CELULAS DA MEDULA 6SSEA: 

Esta cultura e totalmente dependente da formafao de uma 
camada de celulas aderentes, derivadas de celulas estromais da medula ossea. 
a formacao desta camada de celulas aderentes ocorre atraves da smtese e 
secresao de fatores de crescimento hematopoieticos, os quais sao 
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responsaveis pela formacao da matriz extracelular de celulas estromais. sendo 
assim, as celulas mais Imaturas permanecem dentro desta camada de celulas 
aderentes e sao liberadas para o meio de cultura, com o objetivo de manter a 
hematopoiese. desta forma, o numero de celulas progenitoras no meio de 
cultura llquida e quantificado apos a realizacao da cultura clonal, na presenca 
de fatores de crescimento hematopoieticos exogenos (Spooncer et al., 1993). 

Apos sacrificar os animais (aproximadamente 8), atraves de 
deslocamento cervical, os femures foram expostos e os ossos na juncao 
superior foram incisados. a medula ossea e as celulas do estroma medular 
foram transferidas com o auxilio de agulha e seringa para urn tubo contendo 
meio de cultura rpmi-1640 (sigma) suplementado com 2 mm de l-glutamina, 20 
% de soro e cavalo (cult-lab) e 10' 2 m de hidrocortisona. o volume de celulas 
mais meio foi distribufdo em frascos de cultura (t25) (10 ml do meio mais 
celulas em cada frasco). a seguir, os frascos de cultura foram incubados em 
estufa umida com 5% de co 2 no ar. apos 15 dias, uma nova populacao de 
celulas, derivadas da medula ossea de 8 camundongos, foi adicionada nas 
garrafas de cultura para induzir a proliferacao das celulas progenitoras, uma 
vez que o estroma medular. ja estava em infcio de confluencia. realizamos 
entao, apos 15 dias da re-populacao das garrafas de cultura, a cultura clonal 
(cfu-c) com o objetivo de quantificar o numero de precursores hematopoieticos 
produzido pelas celulas aderentes derivadas do estroma medular cultivado in 
vitro, para quantificar o numero de celulas nao aderentes e progenitoras, toda 
semana remove-se 50 % do<meio saturado e adiciona-se meio fresco, o qual ja 
devera confer 1 mg/l do composto ciclopaladado formado pelo dmpa e o ligante 
dppf na proporcao de 1 :2 (conforme esquema A e B - estruturas genericas). 
Cultura clonal dos precursores hematopoieticos (CFU-C) a partir das 

CELULAS PROGENITORAS OBTIDAS NO MEIO DE CULTURA LfQUIDA DE LONGA DURACAO 

Apos obtencao das celulas nao aderentes do sistema de cultura 
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liquids de longa duracao, as mesmas foram lavadas em meio RPMI 1640 
(Sigma) e ressuspendidas a uma concentracao final de 2 x 10 5 celulas/ml. A 
seguir estas celulas foram submetidas ao protocolo de cultura clonal (CFU-C) 
conforme descrito no item anterior. 

Exemplo 10 

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA 

Os compostos em teste sao diluidos em salina contendo 10 % de 
DMSO e a seguir, 0,2 ml desta solucao sao administrados aos animais via 
intraperitoneal. Desta forma, grupos de 10 animais (5 machos e 5 femeas) 
foram tratados com doses variadas dos compostos em estudo. Os animais 
controle receberam apenas salina com 10 % de DMSO. Ap6s o termino do 
tratamento, os animais ficaram em observagao por urn perfodo de 14 dias. 

Tabela 1 

Avaliacao da toxicidade aguda de compostos ciclopaladados. Os animais 
receberam 1 dose dos compostos descritos a seguir por via intraperitoneal e 



Ciclopaladados 


Doses 
(mg/Kg ) 


Sinais e sintomas 


SQdmpa CI" dppf (1:2) 
[Pd(C?,N-(S- dmpa)(dppf)CI] 
[Pd(C*,N-(S- dmpa)(dppf)]CI 


50 e 200 


Ausencia de sinais de toxicidade 
aguda 


ROdmpa N 3 dppf (1:2) 
[Pd(C?,N-(R+ dmpaHdppQNs] 
[Pd(C?,N-(R+ dfnpa)(dppf)]N 3 


10 


Sinais de conjuntivite 


Rf)dmpa CI" dppf (1:1) 
[Pd^Cf,N-R+ dmpahfo -dppQCIJ 


10 ' 


Sinais de conjuntivite e 
piloerecao. 


SQdmpa CI" dppf (1:1) 
[Pd 2 (C*,N- S- dmpa) 2 (n .dppQCIJ 


500 


Ausencia de sinais de toxicidade 
aguda 



Os compostos contendo azida mostraram-se toxicos na dose de 
10 mg/kg, com uma taxa de mortalidade de 10 %, indicando urn maior fndice de 
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efeitos colaterais para esta droga. 

EXEMPLO 11 

ClTOTOXICIDADE IN VITRO EM LINHAGENS LEUCEMICAS HL-60 E K-562 E EXPRESSAO 

DO PROTO-ONCOGENE BCL-2: 

As celulas das linhagens celulares HL-60 e K-562 mantidas em 
meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com 2 mM de L-glutamina e 20 % de 
soro bovino fetal, foram previamente lavadas (3 vezes) e ressuspendidas em 
meio RPMI. Aseguir, foram incubadas com 9 concentracoes dos compostos 
em estudo (160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,65 ug/ml) em placa de cultura 
de 96 orificio (1 x 10 6 celulas/orificio). A seguir, as mesmas foram incubadas 
em estufa umida (5 % de CO z no ar) por 72 horas. Apos este perfodo, a 
solucao de MTT (5 mg/ml) (Sigma) foi adicionada e a placa de cultura incubada 
por mais 4 horas. Logo ap6s, foi adicionado a solucao solubilizante do MTT 
(acido isopropHico 0.04N) e apos 30 minutos foi efetuada a leitura em ELISA a 
560 nm em triplicata (Mosmann, 1983). A percentagem de sobrevivencia 
celular na preserica dos compostos em estudo foi calculada da seguinte 
maneira: 

% Celulas viaveis = Absorbancia por orificio (com droga). x 100 

Absorbancia do controle (sem droga) 

EXEMPLO 12 

Testes Biologicos realizados com o Melanoma 
Ensaios in vitro ^ 

Ensaios in vitro foram realizados, para a verificacao do efeito 
citotoxico dos ciclopaladados sobre celulas de melanoma murino B16F10- 
Nex2. As celulas foram incubadas por 24 horas em diferentes concentracoes. A 
viabilidade celular foi determinada por ensaio com MTT. Como mostrado na 
figura 13, observa-se uma eficiencia de 100 %, em uma concentracao na 
ordem de 1,25 ^M, das drogas contendo a bisfosfina etano (drogas 1,2 e 3). A 
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mesma eficiencia e observada na droga contendo a bis-difenilfosfina-ferroceno, 
porem em uma concentracao maior, a 10 |iM (droga 6) e para os 
ciclopaladados contendo os alcinos funcionalizados (droga 10), na ordem de20 
HM. A figura-13 mostra o efeito citotoxico descrito, onde as percentagens de 
reducao na viabilidade celula, comparativamente a urn controle de celulas sem 
drogas, estao representadas sobre as barras. 
Ensaios in vivo 

Os ensaios in vivo forem realizados em camundongos femeas 
C57B1/6. Foram implantadas 10 5 celulas tumorais subcutaneamente. Quatro 
dias apos a implantacao iniciou-se o tratamento dos animais. Urn grupo 
recebeu 10 p.M e outro 30 nM, das drogas mais efetivas, a saber: drogas 
1,2,3,6 e 10, por via intraperitoneal, 3 vezes por semana, e nesses dias os 
volumes tumorais eram quantificados. Os animais foram sacrificados quando o 
volume tumoral atingia 3000 mm 3 . Nas figuras a seguir estao representadas as 
curvas de mortalidade dos animais injetados com as drogas e animais controle 
(A) e em (B) os volumes tumorais dos animais que desenvolveram tumor em 
cada grupo. 

Na figura 14, das drogas administradas a concentragao de 10 \M, 
observa-se em A, uma sobrevida de 10 dias para os animais tratados com as 
drogas 1, 3, 6 e 10. Em B, observa-se que de todas as drogas, as drogas 1 e 6 
foram as que apresentaram urn efeito inibitorio no desenvolvimento tumoral; de 
cerca de 60% em reiacao as outras drogas. 

Na figura 15, das drogas administradas a concentracao de 30 jaM, 
observa-se em A uma sobrevida de cerca de 7 dias para todas as drogas, 
sendo que o grupo tratado com a droga 6, obteve urn menor numero de mortes. 
Na figura B, observa-se a droga 1 sendo a mais eficiente na inibicao do 
desenvolvimento tumoral. A droga 6, com 18 dias, apresenta urn efeito 
inibitorio significativo, porem com 23 dias tern este efeito invertido. 




As drogas com os alcinos funcionalizados, tambem foram 
testadas in vitro, Figura 16, seguindo o mesrno protocolo e apresentaram urn 
efeito citotoxico de 100%, da ordem de 100 fiM. Este efeito esta representado 
na figura a seguir, mostrando ainda que dentre elas, as drogas 11 e 14 
apresentam uma inibi?ao significativa, entre 40 e 50%, da ordem de 1 jxM. 

A analise dos resultados nos permite algumas correlates 
irnportantes a respeito da estrutura qufmica versus atividade da droga. 
Observa-se uma eficiencia de 100 %, em uma concentragao na ordem de 1,25 
(iM, das drogas contendo a bisfosfina etano (drogas 1,2 e 3). O mesmo nao 
ocorre para os ciclopaladados contendo os alcinos funcionalizados (droga 10), 
onde 6 necessaria uma concentragao da ordem de 20 jaM. De todas as drogas 
testadas observa-se que as drogas 1 e 6 foram as que apresentaram um efeito 
inibitorio no desenvolvimento tumoral, de cerca de 60% em rela?ao as outras 
drogas. Observa-se a droga 1 sendo a mais eficiente na inibigao do 
desenvolvimento tumoral, entretanto as cobaias tratadas com a droga 6 
apresentam um menor numero de mortes. Dos complexos contendo alcinos 
funcionalizados, as drogas 11 e 14 sao as que apresentam uma inibigao 
significativa, entre 40 e 50%, da ordem de 1 jaM. 

Sera apreciado que a descrigao da invengao aqui apresentada, 
assim como os exemplos descritos, permitem ao homem da tecnica realizar a 
invengao incluindo alteragoes denfro do- seu conhecimento comum, sem no 
entanto se afastar do escopo, da invengao - conforme expresso nas 
reivindica^oes anexas. 
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REIVINDICAq OES 

1. COMPOSTO CICLOPALADADO, caracterizado pelo fato 
de ser urn composto organometalico que compreende paladio, uma ligacao 
Sigma C - Pd e uma ligacao de coordenacao Y -> Pd, originando urn ciclo 
organico de formula correspondente a estruturas abaixo: 

( Pd 

Onde: 

- X representa urn elemento escolhido dentre seguintes grupos: 

halogenio (CI, F, Br, I); 

pseudo-halogenio (N 3 , NCO, NCS, SCN); ou 

Acetato (H 3 C-COO"); e 

- Y representa urn elemento do grupo V ou VI da Tabela 
Periodica, por exemplo N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, 

- C representa urn atomo de carbono com hibridizacao sp 2 ou 
sp , ligado ao atomo de paladio de forma covalente. O anel 
contendo C, Y e D pode ser constituido de 3 a 8 atomos 

- Entre C e Y, representado por urn traco curvo, ha uma 
sucessao de atomos, referida como anel paladado, constitufda de 3 a 8 
atomos, incluindo o atomo de paladio. De forma tipica, sem excluir qualquer 
outra, tais atomos sao escolhidos entre carbono, nitrogenio, oxigenio ou 
enxofre. Cada urn desses atomos componentes do anel pode, por sua vez, ser 
ligado a outros atomos ou grupamentos, formando estruturas variadas 
externamente ao anel, lineares ou ciclicas, sem que qualquer limitacao 
especffica seja conhecida da Depositante. 

- L representa urn ligante que e urn atomo doador do grupo V 
da Tabela Peri6dica (N, P, As, Sb, Bi), dentro de urn composto bis- 



difenilfosfina-ferroceno conforme detalhado no Esquema 2 abaixo, sendo a 
representacao esquematica L-L indicativa da presenca de dois ligantes L na 
estrutura do dito composto bis-difenilfosfina-ferroceno, e R1, R2, R3, R4..R5, 
R6, R7, R8, R9, R10, R11 e R12 representam individualmente os seguintes 
radical's, que podem se apresentar em qualquer ordem : hidrogenio (H), alquil, 
aril, dienil, alcoxi, siloxi, hidroxi (OH), amino (-NH2), imida, halogenio (F.CI.Br.l), 
Imina, nitro (-N02). 

Esquema 2 
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Ou urn de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 

2. COMPOSTO CICLOPALADADO, caracterizado pelo fato 
de ser urn composto organometalico que compreende paladio, uma ligacao 
Sigma C - Pd e uma ligacao de coordenacao Y -> Pd, originando urn ciclo 
organico de f6rmula correspondente a estrutura abaixo: 
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Onde: 



X representa urn elemento escolhido dentre seguintes grupos: 

halogenio (CI, F, Br, I); 

pseudo-halogenio (N 3 , NCO, NCS, SCN); ou 

Acetato (H 3 C-COO ); e 
Y representa urn elemento do grupo V ou VI da Tabela 
Peri6dica, por exemplo N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, 



C representa urn atomo de carbono com hibridizacao sp 2 ou 
sp 3 , ligado ao atomo de paladio de forma covalente. O anel 
contendo C, Y e D pode ser constituido de 3 a 8 atomos 



Entre C e Y, representado por urn traco cufvo, ha uma 



sucessao de atomos, referida como anel ciclopaladado, constituida de 3 a 8 
atomos, incluindo o atomo de paladio. De forma tipica, sem excluir qualquer 
outra, tais atomos sao escolhidos entre carbono, nitrogenio, oxigenio ou 
enxofre. Cada urn desses atomos componentes do anel pode, por sua vez, ser 
ligado a outros atomos ou grupamentos, formando estruturas variadas 
externamente ao anel, lineares ou ciclicas, sem que qualquer limitacao 
especffica seja conhecida da Depositante, 



grupo V da Tabela Periodica (N, P, As, Sb, Bi), dentro de urn 
composto bis-difenilfosfina-ferroceno conforme detalhado no 
Esquema 2 abaixo, sendo a representacao esquematica L-L indicativa 
da presenca de dois ligantes L na estrutura do dito composto bis- 
difenilfosfina-ferroceno, e R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, 
R11 e R12 representam individualmente os seguintes radicais, que 
podem se apresentar em qualquer ordem : hidrogenio (H), alquil, aril, 
dienil, alc6xi, siloxi, hidroxi (OH), amino (-NH2), imida, halogenio 
(F.CI.Br.l), Imina, nitro,,(-N02). 



- L representa urn ligante que e urn atomo doador do 



Esquema 2 




Ou urn de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 

3. COMPOSTO CICLOPALADADO, caracterizado pelo fato 
de ser urn composto organometalico que compreende paladio. uma ligacao 
Sigma C - Pd e uma ligacao de coordenacao Y -> Pd, originando urn ciclo 
organico de formula correspondente a estruturas abaixo: 

Onde: 

- X represents urn elemento escolhido dentre seguintes grupos: 

halogenio (CI, F, Br, I); 

pseudo-halogenio (N 3 , NCO, NCS, SCN); ou 

Acetato (H 3 C-COO ); e 

- Y representa urn elemento do grupo V ou VI da Tabela 
Periodica, por exemplo N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, 

- C representa urn atomo de carbono com hibridizacao sp 2 ou 
sp , ligado ao atomo de paladio de forma covalente. O anel 
contendo C, Y e D pode ser constituldo de 3 a 8 atomos 
Entre C e Y, representado por urn traco curvo, ha uma 

sucessao de atomos, referida como anel ciclopaladado, constitufda de 3 a 8 
atomos, incluindo o atomo de paladio. De forma tfpica, sem excluir qualquer 
outra, tais atomos sao escolhidos entre carbono, nitrogenio, oxigenio ou 
enxofre. Cada urn desses atomos componentes do anel pode, por sua vez, ser 
ligado a outros atomos ou grupamentos, formando estruturas variadas 
externamente ao anel, lineares ou cfclicas, sem que qualquer limitacao 
especifica seja conhecida da Depositante. 

- L representa urn ligante que e urn atomo doador do grupo V 
da Tabela Periodica (N, P, As, Sb, Bi), dentro de urn composto bis- 
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difenilfosfina-ferroceno. conforme detalhado no Esquema 2 abaixo, sendo a 
representacao esquematica L-L indicativa da presence de dois ligantes L na 
estrutura do ditp composto bis-difenilfosfina-ferroceno, e R1, R2, R3, R4, R5, 
R6, R7, R8, R9, R10, R11 e R12 representam individualmente os seguintes 
radicais, que podem se apresentar em qualquer ordem : hidrogenio (H), alquil, 
aril, dienil, alcoxi, siloxi, hidrdxi (OH), amino (-NH2), imida, halogenio (F.CI.Br.l), 
Imina, nitro (-N02). 

Esquema 2 
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Ou urn de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 
10 4 - COMPOSTO CICLOPALADADO, de acordo com uma das 

t reivindicagoes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser selecionado entre o grupo 
^ que compreende N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) e derivados da N,N-dimetil- 
benzillamina , dos alcinos piridinil-fenil-etino ou dos 1-fenil-3-N,N-dimetilamino- 
propino, ou urn de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 
15 5. COMPOSTO CICLOPALADADO, de acordo com a 

reivindicacao 4, caracterizado pelo fato de ser N.N-dimetil-1-fenetilamina 
(dmpa). * 

6. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 5, 
caracterizado pelo fato de inibir a atividade de proteinas associadas a 

20 disturbios ou doencas. 

7. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 6, 
caracterizado pelo fato da proteina ser uma enzima. 



8. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 7, 
caracterizado pelo fato da enzima compreender as enzimas das famllias 
cisteino-proteases, serino-peptidases e metalo-proteases. 

9 - COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 8, 
caracterizado pelo fato das cisteino-proteases eompreenderem a Catepsina B, 
H, J, L, N, S, T e C (dipeptidil-peptidase-l), Enzima 'Conversora de Interleucina 
(ICE), proteases neutras ativadas por calcio, Calpaina I e II, endopeptidades, 
cisteino-proteases virais, como por exemplo endopeptidase de cardiovirus, 
endopeptidase de adenovirus e endopeptidase de aftovirus, e proteases 
essenciais no ciclo de vida de parasitas como por exemplo as proteases das 
especies de Plasmodium, Entamoebas, Onchoceras, Leishmanias, 
Haemonchus, Dictyostelium, Therilerium, Esquistossomas, Tripanossomas. 

10. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 9, 
caracterizado pelo fato da enzima ser a Catepsina B. Cruzafna e Enzima 
Conversora de lnterleucina-1p. 

11. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 8, 
caracterizado pelo fato das serino-peptidases eompreenderem dipeptidil- 
peptidase IV, acilaminacil-peptidase e oligopeptidase B prolil-oligopeptidase e 
Catepsina D. 

12 COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 11, 
caracterizado pelo fato da enzima ser a Catepsina D. 

13. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 8, 
caracterizado pelo fato das metalo-proteases eompreenderem enzima 
conversora de angiotensina, Colagenases, Estromelisinas, Metalo-protease tipo 
membrana e Genatinases. 

14. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 3, 
caracterizado pelo fato de ser para tratar disturbios e doengas associados a 
protefnas e enzimas. 



15. COMPOSTO, de acordo com a reivindicacao 14, 
caracterizado pelo fato das doencas compreenderem doencas causadas por 
degradacao de tecidos como artrites, distrofia muscular, invasao tumoral, 
glomeronefrites, infeccoes dsseas por parasitas, parasitemias, doencas 
periodontals e metastase tumoral; doencas cardfacas que envolvam a 
degradacao do fator natriuretico atrial; doencas inflamatorias como exemplo 
bronquites, artrites reumatoides, osteoporose, pancreatite aguda e progressoes 
do cancer; disturbios como a amnesia, controle da depressao e pressao 
sanguinea; diabetes, tripanossomias, doenca de Chagas, disturbios 
alimentares, bulimia nervosa e anorexia; alcoolismo, doencas relacionadas a 
producao de citocinas e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), 
fator alfa de necrose tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), 
receptor antagonista de IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento 
de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), stress psicol6gico; combate 
das infeccoes causadas pelo virus HIV (Aids); doencas inflamatorias do 
Sistema Nervoso Central que acarretam degradacao da Mielina, incluindo a 
Esclerose Multipla e Encefalomielite autoimune; tumores cancerigenos, 
doencas autoimunes, tumores compreendendo de mama, medulares, 
adenomas, tireoide, melanoma, gastrico, intestinal, esofago, e tireoideanos, 
neuroblastomas. 

16. COMPOSTO, de acordo com . a reivindicapao 15 
caracterizado pefo fato da - doenca ser tumores ascfticos ou s6lidos, 
particularmente tumores.de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, 
gastrico, intestinal, esdfago, e tireoideanos, neuroblastomas. 

17. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 6, 
caracterizado pelo fato de impedir celulas jovens da medula ossea de entrarem 
em divisao celular (fase S). 

18. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 6, 



caracterizadp pelo fato de ser antiangiogenico. 

19. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicagoes 1 a 6, 
caracterizado pelo fato de ser antimetastatico. 

20. COMPOSTO, de acordo com uma das reivindicagoes 1 a 6, 
caracterizado pelo fato de ser util no complemento de tratamentos a base de 
radioterapia. 

21. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 1, 
caracterizado pelo fato de interagir com o DNA. 

22. COMPOSTO, de acordo com a reivindicagao 1, 
caracterizado pelo fato de ser imunomodulador. 

23. COMPOSIQAO, caracterizada pelo fato de compreender 
pelo menos urn composto de acordo com as reivindicagoes de 1 a 22, ou um 
de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 

24. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 23, 
caracterizada pelo fato de compreender cerca de 0,001 a 99%, em peso total 
da composigao, do composto, ou um de seus sais ou adutos, e pelo menos um 
vefculo farmaceuticamente aceitavel. 

25. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 23, 
caracterizada pelo fato de compreender cerca de 0,01 a 70%, em peso total da 
composigao, do composto, ou um de seus sais ou adutos, e pelo menos um 
vefculo farmaceuticamente aceitavel. 

26. COMPOSIQAO, de acordo ,com a reivindicagao 23, 
caracterizada pelo fato de compreender cerca de 0,1 a 40%, em peso total da 
composigao, do composto, ou um de seus sais ou adutos, e pelo menos um 
vefculo farmaceuticamente aceitavel. 

27. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 23, 
caracterizada pelo fato de compreender adicionalmente um solvente. 

28. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 27, 




caracterizada pelo fato do solvente ser o DMSO. 

29. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 23, 
caracterizada pelo fato de se apresentar nas formas de dosagem s6lidas, tais 
como capsulas, tabletes e pos, ou em formas de dosagem Hquidas, tais como 
elixires, xaropes, emulsoes, solugoes, suspensoes, misturas, infusoes. 

30. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 29, 
caracterizada pelo fato das formulacoes serem de liberacao programada ou 
prolongada. 

31. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 29, 
caracterizada pelo fato de sua administracao ser dar por meios que 
compreendem oral, subcutaneo, intravenoso, intranasal, transdermal, 
intraperitoneal, localizada, intramuscular, intrapulmonar, vaginal, retal, 
intraocular ou sublingual, sistemas de fornecimento de lipossomas. 

32. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 31, 
caracterizada pelo fato de sua administracao ser dar por meio injetavel, 
particularmente intraperitoneal. 

33. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 32, 
caracterizada pelo fato de compreender particularmente agua, solucao salina 
e/ou tampao fosfato pH 7,4 e de 0,1 a 30% de DMSO, mais particularmente de 
1 a 10% em peso da composicao, e agentes estabilizantes ou conservantes se 
necessario. ~ 

34. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 23, 
caracterizada pelo fato de compreender de cerca de 0,0001 a 250 mg, mais ., 
particularmente de cerca de 0,1 a 100 mg de pelo menos urn composto de 
acordo com as reivindicacoes de 1 a 22, ou urn de seus sais ou adutos 
farmaceuticamente aceitavel. 

35. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 23. 
caracterizada pelo fato de inibir a atividade de protemas associadas a 




disturbios ou doencas. 

36. COMPOSiQAO, de acordo com a reivindicacao 35, 
caracterizada pelo fato da protelna ser uma enzima. 

37: COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 36 
caracterizada pelo fato da enzima compreender as enzimas das familias 
cisteino-proteases, serino-peptidases e metalo-proteases. 

38. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 37 
caracterizada pelo fato das cisteino-proteases compreenderem a Catepsina B, 
H, J, L; N, S, T e C (dipeptidil-peptidase-l),- Enzima Conversora de Interleucina 
(ICE), proteases neutras ativadas por caldioi Cglpafna I e II, endopeptidades, 
cisteino-proteases virajs, como por exempjo .endopeptidase de cardiovfrus, 
endopeptidase de adenovirus e endopeptidase de aftovfrus, e proteases 
essenciais no ciclo de vida de parasitas como por exemplo as proteases das 
especies de Plasmodium, Entamoebas, Onchoceras, vLejshmanias, 
Haemonchus, Dictyostelium, Therilerium, Esquistossomas, Tripanossomas. 

39. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao- 38, 
caracterizada pelo fato da enzima ser Catepsina B, Cruzalna e Enzima 
Conversora de lnterleucina-1 0. .^ i 

40. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicagao 37, 
caracterizada pelo fato das serino-peptidases compreenderem dipeptidil- 
peptidase IV, acilaminacil-peptidase e oligopeptidase B e prolilrbligopeptidase. 

41 COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 37, 
caracterizado pelo fato da enzima ser a Catepsina D. 

42. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 37, 
caracterizada - pelo fato das metalo-proteases— compreenderem enzima 
conversora de angiotensina, Colagenases, Estromelisinas, Metalo-protease tipo 
membrana e Genatipases. 

43. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 37, 



caracterizada pelo fato de ser util no tratamento de disturbios e doencas 
associados a proteinas e enzimas. 

44. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagao 43, 
caracterizada pelo fato das doengas compreenderem doencas causadas por 
degradagao de tecidos como artrites, distrofia muscular, invasao tumoral, 
glomeronefrites, infecgoes osseas por parasitas, parasitemias, doengas 
periodontais e metastase tumoral; doencas cardiacas que envolvam a 
degradagao do fator natriuretico atrial; doencas inflamatorias como bronquites, 
artrites reumatoides, osteoporose, pancreatite aguda e progressoes do cancer; 
disturbios como a amnesia, controle da depressao e pressao sangulnea; 
diabetes, tripanossomias, doenca de Chagas, disturbios alimentares, bulimia 
nervosa e anorexia; alcoolismo, doengas relacionadas a producao de citocinas 
e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), fator alfa de necrose 
tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), receptor antagonista de 
IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento de colonias de 
granulocitos-macrofagos (GM-CSF), stress psicologico; combate das infeccSes 
causadas pelo virus HIV (Aids); doengas inflamatorias do Sistema Nervoso 
Central que acarretam degradacao da Mielina, incluindo a Esclerose Multipla e 
Encefalomielite autoimune; tumores cancerigenos, doencas autoimunes, 
tumores compreendendo de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, 
gastrico, intestinal, esofago, etireoideanos,, neuroblastomas. 

45. : " COMPOSLCAO, de acordo com a ..; reivindicagap 44 
caracterizada pelo fato da doenga ser tumores ascfticos ou s6lidos, 
particularmente tumores de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, 
gastrico, intestinal, esofago, e tireoideanos, neuroblastomas. 

46. COMPOSICAO, de acordo com uma das reivindicagoes 23 
a 37, caracterizada pelo fato de impedir celulas jovens da medula ossea de 
entrarem em divisao celular (fase S). 



47. COMPOSIQAO, de acordo com uma das reivindicacoes 23 
a 37, caracterizada pelo fato de ser antiangiogenica. 

48. COMPOSIQAO, de acordo com uma das reivindicacoes 23 
a 37, caracterizada pelo fato de ser antimetastatica. 

49. COMPOSIQAO, de acordo com uma das reivindicacoes 23 
a 37, caracterizada pelo fato de ser util no complemento de tratamentos a base 
de radioterapia. 

50. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 23, 
caracterizada pelo fato de interagir com o DNA. 

51. COMPOSIQAO, de acordo com a reivindicacao 23, 
caracterizada pelo fato de ser imunomoduladora. 

52. COMPOSIQAO, de acordo com uma das reivindicacoes 23 
a 37, caracterizada pelo fato de compreender o volume total de sangye do 
paciente e agente ativo em concentracao de cerca de 0,01 a 200|a.M, 
particularmente 0,1 a 50^M, mais particularmente de 10 a 25nM. \ 

53. UN I DADE DE DOSAGEM, caracterizada por compreender 
pelo menos um composto de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 22, ou 
um de seus sais ou adutos farmaceuticamente aceitavel. 

54. UNIDADE DE DOSAGEM, caracterizada por compreender 
pelo menos uma composicao de acordo com uma das reivindicacoes 23 a 52. 

55.. UNIDADE DE DOSAGEM, de acordo com a reivindicacao 
53 ou 54, caracterizada pelo fato da .quantidade do composto ou composicao 
ser suficiente para levar a concentracao de cerca de 0,01 a 200|j.M, 
particularmente 0,1 a 50nM, mais particularmente de 10 a 25^M do ingrediente 
ativo no volume total de sangue do paciente. 

56. UNIDADE DE DOSAGEM, de acordo com as 
reivindicacoes 53 a 55, caracterizada pelo fato de compreender formas solidas 
e Hquidas. 
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57. UNI DADE DE DOSAGEM, de acordo com a reivindicacao 
56, caracterizada pelo fato de compreender formas de dosagem como 
capsulas, tabletes e pos, ou elixires, xaropes, emulsoes, solucoes, suspensoes, 
misturas, infusoes. 

58. UNIDADE DE DOSAGEM, de acordo com a reivindicacao 
53 caracterizada pelo fato das formulacoes serem de liberacao programada ou 
prolongada. 

59. UNIDADE DE DOSAGEM, de acordo com a reivindicacao 
53, caracterizada pelo fato de compreenderem pelo menos uma camada de 
revestimento. 

60. METODO PARA INIBIR A ATI VI DADE DE PROTElNAS 
associadas a disturbios ou doencas, caracterizado pelo fato de compreender a 
administracao de uma quantidade eficaz de um composto de acordo com uma 
das reivindicacoes 1 a 22 ou uma composicao de acordo com uma das 
reivindicacoes de 23 a 52 ou unidade de dosagem de acordo com uma das 
reivindicacoes de 53 a 59. 

61. METODO, de acordo com a reivindicacao 60, caracterizado 
pelo fato da proteina ser uma enzima. 

62. METODO DE TRATAMENTO DE DISTURBIOS E 
DOENCAS, caracterizado pelo fato de compreender a administracao de uma 
quantidade eficaz de um composto de acordo com uma das reivindicacoes 1 a 
22 ou uma composicao de acordo com uma . das reivindicacoes de 23 a 52 ou 
unidade de dosagem de acordo com uma das reivindicacoes de 53 a 59. 

63. METODO DE TRATAMENTO, de acordo com a 
reivindicacao 62, caracterizado pelo fato de ser para disturbios e doencas 
associados a atividade proteica ou enzimatica. 

64. METODO, de acordo com a reivindicacao 60 ou 62, 
caracterizado pelo fato da enzima compreender as enzimas das familias 




cisteino-proteases, serino-peptidases e metalo-pro teases. 

65. METODO, de acordo com a reivindicacao 64, caracterizado 
pelo fato das cisteino-proteases compreenderem a Catepsina B, H, J, L, N, S, T 
e C (dipeptidil-peptidase-l), Enzima Conversora de Interleucina (ICE), 
proteases neutras ativadas por calcio, Calpaina I e II, endopeptidades, cisteino- 
proteases virais, como por exemplo endopeptidase de cardiovirus, 
endopeptidase de adenovirus e endopeptidase de aftovirus,. e proteases 
essenciais no ciclo de vida de parasitas como por exemplo as proteases das 
especies de Plasmodium, Entamoebas, Onchoceras, Leishmanias, 
Haemonchus, Dictyostelium, Therilerium, Esquistossomas, Tripanossomas. 

66. METODO, de acordo com a reivindicacao 65, caracterizado 
pelo fato da enzima ser a Catepsina B. Cruzaina e Enzima Conversora de 
lnterleucina-1p. 

67. METODO, de acordo com a reivindicagao 64 caracterizado 
pelo fato das serino-peptidases compreenderem dipeptidil-peptidase IV, 
acilaminacil-peptidase e oligopeptidase B e prolil-oligopeptidase. 

68. METODO, de acordo com a reivindicacao 67, caracterizado 
pelo fato da enzima ser a Catepsina D. 

69. METODO, de acordo com a reivindicacao 64, caracterizado 
pelo fato das metalo-proteases compreenderem enzima conversora de 
angiotensina, Cdlagenases, Estromelisinas, Metalo-protease tipo membrana e 
Genatinases. 

70. METODO, de acordo com a reivindicacao 63, caracterizado 
pelo fato das doencas compreenderem doencas causadas por degradacao de 
tecidos como artrites, distrofia muscular, invasao tumoral, glomeronefrites, 
infeccoes osseas por parasitas, parasitemias, doencas periodontals e 
metastase tumoral; doencas cardfacas que envolvam a degradacao do fator 
natriuretico atrial; doencas inflamatorias como exemplo bronquites, artrites 



reumatoides, osteoporose, pancreatite aguda e progressoes do cancer; 
disturbios como a amnesia, controle da depressao e pressao sanguinea; 
diabetes, tripanossomias, doenga de Chagas, disturbios alimentares, bulimia 
nervosa e anorexia; alcoolismo, doengas relacionadas a produgao de citocinas 
e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), fator alfa de necrose 
tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), receptor antagonista de 
IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento de colonias de 
granulocitos-macrofagos (GM-CSF), stress psicologico; combate das infecgoes 
causadas pelo virus HIV (Aids); doengas inflamatorias do Sistema Nervoso 
Central que acarretam degrada?ao da Mielina, incluindo a Esclerose Multipla e 
Encefalomielite autoimune; tumores cancerigenos, doengas autoimunes, 
tumores compreendendo de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, 
gastrico, intestinal, esofago, e tireoideanos, neuroblastomas. 

71. METODO, de acordo com a reivindica?ao 70, caracterizado 
pelo fato da doen?a ser tumores asclticos ou solidos, particularmente tumores 
de mama, medulares, adenomas, tireoide, melanoma, gastrico, intestinal, 
esofago, e tireoideanos, neuroblastomas. 

72. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
caracterizado pelo fato de impedir celulas jovens da medula ossea de entrarem 
em divisao celular (fase S). 

73. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
caracterizado pelo fato de ser antiangiogenico. ; 

74. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
caracterizado pelo fato de ser antimetastatico. 

75. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
caracterizado pelo fato de ser util no complemento de tratamentos a base de 
radioterapia. 

76. MEzTODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
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caracterizado pelo fato de compreender a administragao de ingrediente ativo de 
cerca de 0,0001 a cerca de 500 miligramas por quilograma de peso do corpo, 
sendo a dose particular de cerca de 0,0001 a 100 mg/kg e mais particularmente 
de 0,0001 a cerca de 30 mg/kg. 

77. MEzTODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 63, 
caracterizado pelo fato de compreender a administragao de ingrediente ativo 
suficiente para suficiente para levar a concentragao de cerca de 0,01 a 200|xM, 
particularmente 0,1 a 50|iM, mais particularmente de 10 a 25^iM do ingrediente 
ativo no volume total de sangue do paciente. 

78. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 
63, caracterizado pelo fato da administragao se dar por meio de unidades de 
dosagem de acordo com as reivindicagSes 53 a 59. 

79. METODO, de acordo com uma das reivindicagoes 60 a 
63, caracterizado pelo fato da administragao ser contmua, nao continua ou 
cfclica. 

80. m£todo DE MODULAQAO DO SISTEMA 
IMUNOL6GICO, caracterizado pelo fato de compreender a administragao de 
uma quantidade eficaz de urn composto de acordo com uma das reivindicapoes 
1 a 22 ou uma composigao de acordo com uma das reivindicagoes de 23 a 52 
ou unidade de dosagem de acordo com uma das revindicates de 53 a 59. 

81. USO DO" COMPOSTO de acordo com uma< das 
reivindicagoes 1 a 22, caracterizado pelo fato de senna preparagao de uma 
compiosigao. 

82. USO, de acordo com a reivindicagao 81 , caracterizado pelo 
fato de ser na manufatura de urn medicamento para inibir a atividade de 
protemas e enzimas. 

83. USO DE UMA COMPOSIQAO de acordo com uma das 
reivindicagoes 23 a 52, caracterizado pelo fato de ser na preparagao de 
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medicamento para inibir a atividade de protemas e enzimas. 

84 USO, de acordo com uma das reivindicagoes 81 a 83, 
caracterizado pelo fato da enzima compreender as enzimas das famllias 
cisteino-proteases, serine-peptidases e metalo-proteases. 

85. USO, de acordo com a reivindicagao 84, caracterizado pelo 
fato das enzimas compreenderem a Catepsina B, H, J, L, N, S, T e C 
(dipeptidil-peptidase-l), Enzima Conversora de Interleucina (ICE), proteases 
neutras ativadas por calcio, Calpama I e II, endopeptidades, cisteino-proteases 
virais, como por exemplo endopeptidase de cardiovirus, endopeptidase de 
adenovirus e endopeptidase de aftovlrus, e proteases essenciais no ciclo de 
vida de parasitas como por exemplo as proteases das especies de 
Plasmodium, Entamoebas, Onchoceras, Leishmanias, Haemonchus, 
Dictyostelium, Therilerium, Esquistossomas, Tripanossomas; Catepsina D ou 
ser a Encefalinase; dipeptidil-peptidase IV, acilaminacil-peptidase e 
oligopeptidase B e prolil-oligopeptidase; enzima conversora de angiotensina, 
Colagenases, Estromelisinas, Metalo-protease tipo membrana e Genatinases. 

86. USO, de acordo com a reivindicagao 83, caracterizado pelo 
fato das doengas compreenderem doengas causadas por degradagao de 
tecidos como artrites, distrofia muscular, invasao tumoral, glomeronefrites, 
infecgoes osseas por parasitas, parasitemias, doengas periodontals e 
metastase tumoral; doengas cardlacas que envolvam a degradagao do fator - 
natriuretico atrial; doengas inflamatorias como exemplo bronquites, artrites 
reumatoides; osteoporose, pancreatite aguda e progressoes do cancer; 
disturbios como a amnesia, controle da depressao e pressao sangulnea; 
diabetes, tripanossomias, doenga de Chagas, disturbios alimentares, bulimia 
nervosa e anorexia; alcoolismo, doengas relacionadas a produgao de citocinas 
e receptores de citocinas tais como, interleucina-6 (IL-6), fator alfa de necrose 
tumoral (TNF-alpha), interferon-gama (INFN-gamma), receptor antagonista de 



IL-1 (IL-1RA), IL-10, e fator estimulante de crescimento de colonias de 
granulocitos-macrofagos (GM-CSF), stress psicologico; combate das infecpoes 
causadas pelo virus HIV (Aids); doenpas inflamatorias do Sistema Nervoso 
Central que acarretam degradagao da Mielina, incluindo a Esclerose Multipla e 
Encefalomielite auto-imune; tumores cancerfgenos, doenpas autoimunes, 
tumores compreendendo ascfsticos ou solidos, tumores de mama, medulares, 
adenomas, tireoide, melanoma, gastrico, intestinal, esofago, e tireoideanos, 
neuroblastomas. 

87. USO, de acordo com a reivindicagao 81 ou 83, 
caracterizado pelo fato de ser na manufatura de urn medicamento para tratar 
disturbios e doengas associados a atividade proteica ou enzimatica. 

88. USO, de acordo com a reivindicapao 81 ou 83, 
caracterizado pelo fato de impedir celulas jovens da medula ossea de entrarem 
em divisao celular (fase S). 

89. USO, de acordo com a reivindicagao 81 ou 83, 
caracterizado pelo fato de ser antiangiogenico. 

90. USO, de acordo com a reivindicagao 81 ou 83, 
caracterizado pelo fato de ser antimetastatico. 

91. USO, de acordo com a reivindicagao 81 ou 83, 
caracterizado pelo fato de ser no complemento de tratamentos a base de 
radtoterapia. 

92. USO, de acordo. com a reivindicagao 81c ou 83, 
caracterizado pelo fato de interagir com o DNA. 

93. USO, de acordo com a reivindicagao 81 ou 83, 
caracterizada pelo fato de ser imunomoduladora. 
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FIGURA 10 



Percentagem de sobrevida celular de celulas K-562 
incubadas por 72 h com varies compostos ciclopaladados. 
Avaliagao realizada atraves do metodo de MTT. 
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Resumo 

"COMPOSTO CICLOPALADADO, COMPOSICAO E UNIDADE DE 
DOSAGEM, SEUS USOS, METODO PARA INIBIR A ATI VI DADE DE * 
PROTEINAS E ENZIMAS E METODO DE TRATAMENTO DE DISTURBIOS 
OU DOENCAS ASSOCI ADAS AS MESMAS E METODO DE MODULAR AO 

DO SISTEMA IMUNOLOGICO" 
A presente invensad trata de compostos ciclopaladados contendo 
ligantes bis-difenilfosfina-ferroceno e seus analogos como ativos inibidpres de 
peptfdeos e enzimas compreendendo as famflias de serino-peptidases, 
cistefno-proteases, metalo-proteases, endopeptidases, muitas das quais 
essenciais no mecanismo de desenvolvimento e metastase de tumores 
malignos. Atuando sobre essas enzimas e participando de intercalagoes com 
moleculas de DNA, esses compostos modulam o sistema imunologico. 
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